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RESUMO

Interferentes endocrinos (IEs) sdo espécies com potencial de afetar a capacidade do
sistema endocrino em varios niveis, atuando na biossintese de esteroides e ou receptores de
estrogénio (ERa e ERP), resultando na inibigéo, blogueio ou exacerbando a atividade do sistema
endocrino. O desequilibrio do sistema enddcrino afeta diretamente a capacidade reprodutiva
das espécies, e pode também causar feminizacdo e hermafroditismo em aves, peixes e
mamiferos. Em seres humanos, os IE podem promover a puberdade precoce nas meninas,
diminuicdo da qualidade e quantidade do sémen nos homens e diversos problemas de saude
como cancer, diabetes e obesidade. Nesse trabalho foi desenvolvido um método cromatografico
para a determinacdo de 14 IEs, dentre estes o bisfenol A (BPA), estriol (E3), estrona (E1), 17-
estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), 4-n-nonilfenol (4-n-NP), 4-n-octilfenol (4-n-OP), 4-t-
octilfenol (4-t-OP), dimetilftalato (DMP), dietilftalato (DEP), butilbenzil ftalato (BBP), di-n-
butilftalato (DBP), di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) e di-n-octil ftalato (DnOP). A metodologia
foi desenvolvida utilizando um cromatoégrafo liquido ultra-rapido acoplado a um espectrémetro
de massas, a fase movel utilizada foi uma combinacéo binaria agua (A) /acetonitrila (B), coluna
Shim-pack XR-Phenyl (100 x 2.0 mm, 2.20 um) e um sistema de microextragdo sdlido-liquido
dispersivo. O tempo de corrida foi de 15 minutos, com repetibilidade variando entre 2,85%
(BPA) a 17,6 % (DEHP) no teste de precisdo intermediaria. Os limites de deteccdo variaram de
21 ng L™ (BPA) a870 ng L” DBP, e a linearidade entre 0,9724 (E2) a 0,9972 (DEP).

Palavras-chave: contaminantes emergentes, microextracdo, cromatografia liquida



ABSTRACT

Endocrine disruptors (ED) are species with the potential to affect endocrine system
capacity at various levels, acting on steroid biosynthesis and or estrogen receptors (ERa and
ERp), resulting in inhibition, blocking or promoting endocrine system activity. Imbalance of
the endocrine system directly affects the reproductive capacity of the species, reports of
feminization of the population of bird, fish and mammal species can be found in the literature.
In humans these substances can promote early puberty in girls, decrease the quality of semen
in men and various health problems such as cancer, diabetes and obesity. In this work, a
chromatographic method was developed for the determination of 14 IEs, including: Bisfenol A
(BPA), estriol (E3), estrone (E1), 17p-estradiol (E2), 17a-etinilestradiol (EE2), 4-n-
nonylphenol (4-n-NP), 4-n-octylphenol (4-n-OP), 4-t-octylphenol (4-t-OP), dimethylphthalate
(DMP), diethylphthalate (DEP), butylbenzylphthalate (BBP), di-butylphthalate (DBP), di(2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP) and di-n-octyl phthalate (DnOP). The methodology was
developed using an ultra-fast liquid chromatograph coupled to a mass spectrometer, using as a
mobile phase a binary water (A) / acetonitrile (B) combination, a Shim-pack XR-Phenyl column
(100 x 2.0 mm, 2.20 um) and a dispersive solid-liquid microextraction system. The running
time was 15 minutes, with repeatability ranging from 2.85% (BPA) to 17.6% (DEHP) in the
intermediate precision test. The LOD ranged from 21 ng L™ (BPA) to 870 ng L™ (DBP), and the
linearity between 0.9724 (E2) to 0.9972 (DEP).

Keywords: Emerging contaminants, microextraction, liquid chromatography
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1. Introducéo

Contextualizagéo e relevancia do tema

Atualmente se tem consciéncia que vem ocorrendo a diminuicéo da disponibilidade de
agua potavel. Este recurso vem sendo influenciado devido as condic¢des de seca, a producéo
crescente de efluentes e residuos, a urbanizagéo e o crescimento populacional. O aumento da
populacdo implica em maior producdo de rejeitos domésticos, industriais, hospitalares e
agricolas, que, quando descartados de forma incorreta, sdo de grande impacto no meio
ambiente. Estes efluentes podem conter uma mistura de compostos organicos, em nivel traco,
inclusive compostos com propriedades bioativas, que pode ndo ser completamente atenuada
nos sistemas convencionais de tratamento de aguas residuais, consequentemente acarretando
mudangas na qualidade dos corpos d’4gua, afetando direta ou indiretamente toda a vida no
planeta. Essas mudancas indesejadas na qualidade de agua trazem consigo novos desafios
ambientais e econdmicos (Daniels et al., 2018; Houtman, Broek, ten e Brouwer, 2018; Meffe e
Bustamante, de, 2014; Trudeau e Tyler, 2007).

No ano de 2019, a Organizacdo das Na¢6es Unidas (ONU) publicou estimativas para a
populacdo mundial para os anos seguintes. Devido a perspectiva de crescimento, espera-se que
a populacdo mundial ultrapasse o patamar de 8,5 bilhdes de habitantes em 2030 e 9,7 bilhdes
em 2050, um incremento total de 2 bilhGes de individuos se comparado a estimativa de 7,7
bilhGes de habitantes no ano de 2019. Entretanto estima-se que devido a fatores como
decréscimo na fertilidade e aumento na taxa de mortalidade a populacdo mundial estabilize em
9 bilhdes de habitantes ao final do século. Assim, ainda seria necessario o equivalente a trés
planetas Terra para suprir Com 0S recursos necessarios para manter-se o estilo de vida da
populacdo mundial atual (Nations, 2019).

A cada dia, uma ampla variedade de poluentes (farmacos, produtos de cuidado pessoal,
surfactantes, plastificantes, pesticidas, entre outros) é lancada ao meio ambiente a partir das
atividades de diversos setores (domésticos, industriais, hospitalares e agricolas) originados na
pratica humana. A descarga de aguas residuais promove a entrada de diversas substancias com
propriedades estrogénicas nos corpos de agua, capazes de comprometer o sistema reprodutivo
das populacbes de espécies aquaticas. De acordo com o The Endocrine Disruption Exchange
(TEDX) atualmente 1482 substancias sdo conhecidas por apresentarem efeitos depreciativo ao
sistema enddcrino. No entanto, 0s seres humanos podem se contaminar com estas substancias

através do contato direto, ingestdo ou consumo de animais presentes nestes ambientes, agravado
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por causa da possibilidade de biomagnificacdo.(An et al., 2018; Philip, Aravind e
Aravindakumar, 2018; TEDX, 2018; Weber et al., 2019).

Apb6s a Segunda Guerra Mundial, a industria de plasticos cresceu rapidamente,
atingindo, a producdo anual de 322 milhdes de toneladas de polimeros no ano 2015 (Beckman,
2018), e esta producéo continua a crescer. Em 2016, aproximadamente 485 bilhdes de garrafas
pet foram produzidas ao redor do mundo, e a estimativa de producdo para 2021 é de 583.3
bilhdes de garrafas (Garside, 2019). Atualmente a China € o maior produtor mundial de
plastico, e no ano 2017 era responsavel por 29,4% da producdo mundial (Europe, 2018). Os
produtos plasticos de uso cotidiano podem conter bisfenol A, ftalatos, alquilfendis entre outros
interferentes enddcrinos que podem ser facilmente liberados no solo, na agua e ou em alimentos,
ocasionando riscos a saude humana e de outras espécies animais (Rashtian, Chavkin e Merhi,
2019; Zheng et al., 2019).

A China é um exemplo do reflexo negativo do impacto ambiental causado por ftalatos.
Atrelado ao recente desenvolvimento econémico e crescimento populacional, os chineses se
tornaram um dos maiores fabricantes e consumidores dos esteres de acido ftalico. Por
consequéncia, foram encontrados ftalatos e seus derivados em diversos compartimentos
ambientais como na atmosfera em ng m3, na agua superficial em ug L™ e no solo em mg kg
Esta contaminacdo generalizada ocasionou uma grande difusdo dos contaminantes emergentes
devido a falta de informacdes acerca da ocorréncia e riscos associados a presenca destas
substancias, revelando a necessidade de maior monitoramento e destino adequado (GAO et al.,
2018; PATEL et al., 2020; TAN et al., 2018).

Por sua vez, despertou-se um interesse da comunidade cientifica por um grupo de
substancias quimicas despejados no meio ambiente capazes de interferir no sistema endocrino
dos seres humanos e de outros animais, afetando a salde, reproducdo e desenvolvimento.
Conhecidos como interferentes enddcrinos (IES) ou disruptores enddcrinos, estas substancias
podem agir como agonista ou antagonista dos receptores hormonais, interferindo na sintese,
regulacdo, acdo e ou metabolismo dos hormonios. Pertencente a este grupo estéo plastificantes,
pesticidas, inseticidas, produtos de cuidado pessoal, farmacos, produtos de limpeza, entre
outros. Conceitualmente, os interferentes endocrinos sdo substancias (naturais ou sintéticas)
capazes de exercer efeito adverso no sistema endocrino dos humanos e outros animais,
consequentemente, provocando efeitos nocivos a salde do organismo vivo, de sua prole e/ou
de uma populagéo, atraves da sua influéncia no sistema endocrino. (Gogola, Hoffmann e Ptak,
2019; Ma e Yates, 2018; Rocha, B. A. et al., 2019; Street et al., 2018).

Os interferentes enddcrinos por possuirem estruturas com propriedades similares aos

horménios naturais, sdo capazes de se ligar aos receptores hormonais €, neste processo, podem
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transmitir informacdes falsas ou bloquear a atuacdo dos hormonios, saturando os receptores, e
ocasionando um desequilibrio das fun¢des endocrinas (Andrea et al., 2018).

O grande interesse nessas espécies se deve ao fato de estarem relacionadas a uma série
de problemas de salde e reproducdo como puberdade precoce, feminizacdo da populacdo de
espécies de animais, alteracbes na formacdo dos drgdos reprodutores, dentre outros. Foi
demonstrado que a presenca destes interferentes resultam na reducéo da fertilidade e aumento
da progressao de algumas doengas (Chin et al., 2019; Hashemipour et al., 2018; Lindgren et
al., 2019; Rashtian, Chavkin e Merhi, 2019; Yang et al., 2015; Zhou et al., 2019).

O Bisfenol A (BPA) é classificado como um interferente endocrino amplamente
utilizado como matéria prima na manufatura de produtos plasticos. Os polimeros que utilizam
0 BPA como mondmero podem passar por um processo de hidrdlise, liberando este composto
(Pradhan et al., 2020). Por sua vez, os ftalatos s&o compostos utilizados como aditivos e ndo se
ligam quimicamente aos monémeros da matriz polimérica, portanto esses podem migrar do
polimero plastico através do contato ou evaporar para a atmosfera (Luo et al., 2018). Por fim,
os alquilfendis sdo utilizados como plastificantes, antioxidantes e foto-estabilizantes na
producdo de alguns plésticos e sdo capazes de migrar para os alimentos de forma similar aos
ftalatos (Amiridou e Voutsa, 2011; Elisabet, 2019; Loyo-Rosales et al., 2004).

Devido a necessidade em acessar a concentracao destas espécies em niveis traco (1g L
L e ng L) foi desenvolvido, neste presente trabalho, um dispositivo customizado para a extragéo
dos IE baseado em microextracdo em fase solida dispersiva (dispersive micro-solid phase
extraction- d-u-SPE). Esta técnica € uma miniaturizacdo da extracdo em fase sélida (solid phase
extraction- SPE) convencional, portanto utiliza microlitros de solvente organico para um Unico
procedimento de extragdo e apresenta altos fatores de recuperacdo. Na d-u-SPE o adsorvente é
disperso na amostra, utilizando um agente dispersante, ao invés de estar imobilizado como no
procedimento classico, permitindo uma interagdo mais dindmica entre o adsorvente e 0S
analitos. Dessa forma, uma quantidade pequena de adsorvente (mg L™ ou ug L) é inserido e
disperso na amostra para capturar os analitos em seus sitios adsortivos, posteriormente o
adsorvente € recuperado por filtracdo e os analitos sdo dessorvidos em um solvente, onde seréo
analisados.

No presente trabalho, foi desenvolvido um método para determinacdo de IE
potencialmente presentes em amostras de &gua, utilizando d-p-SPE como técnica de extracao e
determinacéo por cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria de massas (Ultra
Fast Liquid Chromatography Mass Spectrometry- UFLC-MS). Foram considerados os ftalatos
(dimetilftalato, dietilftalato, di-n-butilftalato, butilbenzilftalato, di(2-etilhexil)ftalato e di-n-

octil ftalato ), os alquilfendis (4-n-nonilfenol , 4-n-octilfenol, 4-t-octilfenol), os esteroides
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(estrona , 17B-estradiol, estriol, 17a-etinilestradiol) e o bisfenol A. Ensaios foram realizados
para a otimizacdo de alguns dos parametros que podem afetar a eficiéncia de extragdo, como
tipo de adsorvente, massa do adsorvente, tempo de agitacdo, tempo de dessorcéo, adigédo de sal.
O método foi validado e aplicado para a determinacéo dos IE em agua mineral.

2. Reviséo bibliografica

Existe um esforco continuo até os tempos atuais, principalmente entre a Unido Europeia
(EV), os Estados Unidos da América (EUA) e a China, no que diz respeito a regulacdo de
espécies classificadas como interferentes enddcrinos. E relatada a existéncia de dificuldades na
identificacdo dos efeitos causados por estas espécies, bem como em determinar a sua
concentracdo (Bach et al., 2012; Chormey et al., 2017; Fan et al., 2020). Estes se encontram
presentes em uma grande variedade de produtos de uso cotidiano, tais como em bebidas,
alimentos, roupas, plasticos, papeis, xampus, sabonetes, cremes dentais, fertilizantes,
pesticidas, cosméticos, utensilios domésticos, brinquedos infantis, desodorantes, dentre outros
(Day et al., 2018).

O sistema enddcrino, ou sistema hormonal, € componente essencial para grande parte
dos animais como mamiferos, aves e peixes, sendo composto por hormoénios, glandulas e
receptores. A funcdo dos hormdnios é regular os processos biolégicos, sendo capazes de
desempenhar seu papel mesmo quando presentes em baixas concentragfes. Os hormonios,
como testosterona e estradiol sdo responsaveis pela diferenciacdo, crescimento e funcédo dos
Orgaos reprodutores. Em suma, os estrogénios formam um grupo de horménios relacionados ao
desenvolvimento das caracteristicas femininas, enquanto os andrégenos séo responsaveis pelas
caracteristicas sexuais masculinas. (ESTADOS UNIDOS, 2017).

Em 1998, uma pesquisa afirmou (Sumpter, 1998) a existéncia inequivoca de espécies
quimicas presentes no ambiente aquatico com potencial de alterar o funcionamento do sistema
enddcrino. Desde entdo estas substancias capazes de mimetizar hormdnios endégenos foram
estudadas, de acordo com sua capacidade em alterar as caracteristicas sexuais de diversas
espécies de animais. Devido a estrutura quimica algumas destas substancias podem a
biomagnificar ao longo da cadeia tréfica, sendo acumulado no tecido adiposo, atingindo assim
indiretamente animais maiores com mais intensidade (Sumpter, 1998).

Na natureza é possivel encontrar o reflexo do efeito da exposi¢éo de certos interferentes
enddcrinos. Alguns dos efeitos registrados na literatura sdo: desenvolvimento anormal de
ovario em embrifes machos de aves marinhas e feminizacdo das espécies adultas expostas ao

diclorodifeniltricloroetano (DDT), resultando no decréscimo da populagdo dessas aves no sul
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da California (Fry e Toone, 1981); a mortalidade dos embrides, anormalidades no
desenvolvimento e mortalidade ou reducdo da fertilidade de aves expostas a pesticidas e
poluentes industriais (Fry, 1995; Halldin, 2005); altera¢des no fendtipo de jacarés; reducéo do
tamanho do pénis e da concentragéo de testosterona no plasma em machos no lago Apopka
(Guillette et al., 1996); mudancas nas caracteristicas sexuais de peixes; presenca de 6rgédos
masculinos nas fémeas e feminino nos machos, caracterizando a intersexualidade em espécies
de peixes expostas a estrogénio e alquilfendis, reduzindo a capacidade de reproducdo desses
individuos (Tyler e Routledge, 1998) entre outros trabalhos.

E considerado também que plantas possam sofrer os efeitos ocasionados pela presenca
de interferentes enddcrinos. Segundo Kim et. al. (2018), os efeitos da exposicdo ao bisfenol A
como contaminante no desenvolvimento da planta Vigna Radiata (uma espécie de feijdo) afeta
de diversas formas o crescimento e a capacidade de realizar fotossintese. E possivel que outros
interferentes endocrinos possuam capacidade similar e também possam prejudicar outras
espécies de plantas (Kim, Kwak e An, 2018).

A exposicéao a interferentes endocrinos também pode afetar o ser humano de formas
diferentes, dependente do género. Relatos surgem a partir de 1970, quando médicos
prescreveram erroneamente dietilestilbestrol (DES) para aproximadamente cinco milhdes de
gestantes, com o objetivo de prevenir o aborto espontaneo e promover crescimento dos fetos.
Entretanto, apds anos foi descoberto que as criancas geradas neste processo sofreram
consequéncias no sistema reprodutivo e passaram a desenvolver cancer vaginal ap6s atingir a
puberdade (Rosenberg, 2018).

IE em agua potavel e agua mineral

E constatado que para manter-se saudavel, o corpo humano necessita de uma ingesto
diaria de agua entre 1,5 - 2,5 L a depender da faixa etaria, massa corporal, rotina de atividades
fisicas, dentre outras questdes. Todavia, dentre as fontes disponiveis de acesso a agua potavel,
néo existe controle de qualidade a respeito de diversas substancias, como os IEs, que ndo fazem
parte das legislacGes estabelecidas e consequentemente ndo estdo inclusas dentre os parametros
usados para caracterizar se uma fonte de agua é adequada para o consumo humano (Capdeville
e Budzinski, 2011; Quattrini, 2016).

O consumo a longo prazo de dgua contendo IEs € um risco a saude publica que pode ser
evitado. No setor urbano, as duas principais fontes de consumo de agua sdo: a agua tratada
(distribuida por servicos de saneamento basico) e a “agua mineral” (comercializada por

distribuidoras em garrafas de diferentes materiais e volume). Existem controvérsias acerca da
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relacdo custo beneficio destas fontes, ao redor do mundo. A agua canalizada é sem divida a
alternativa mais acessivel e geralmente apresenta condi¢fes de consumo comparaveis a agua
mineral. Entretanto, estes dados devem ser observados em cada regido, pois existem paises com
sistema de tratamento de agua mais eficiente que garantem a qualidade da &gua distribuida e
outros onde poucos processos sdo necessarios. Por outro lado, a agua mineral ,comercializada
em embalagens plasticas, pode conter substancias toxicas que migram do plastico para o
contetdo da garrafa, tornando seu consumo impréprio (Diduch, 2011; Garfi et al., 2016;
Maggioni et al., 2013; Meffe e Bustamante, de, 2014; Simazaki et al., 2015; Valcarcel et al.,
2018).

A contaminacdo por essas espécies pode atingir os corpos de agua por diversas vias.
Ocorrendo diretamente na fonte em rios, lagos ou até em &gua subterranea a partir do
escoamento dos sistemas de agua e esgoto, com o uso de produtos quimicos aplicados na
agricultura, pecuaria e/ou industria, comprometendo essas fontes. Por outro lado, a
contaminacdo também pode acontecer durante o processo até chegar ao consumidor, através
das tubulagdes no sistema de distribuicdo de dgua e ou em contato com as embalagens onde sdo
comercializadas (Huang et al., 2019; Jurado et al., 2012; Lamastra, Balderacchi e Trevisan,
2016).

A respeito da dgua mineral, existe uma preocupacdo extra, pois além da contaminacgéo
ambiental ocorrida na fonte de agua, é possivel que alguns compostos sejam adicionados de
forma n&o intencional (NIAS) a partir do transporte e armazenamento relatado diversas vezes
na literatura (Bach et al., 2012; Cincotta et al., 2018; Jeddi et al., 2016; Salazar-Beltran et al.,
2017; Zaki e Shoeib, 2018). O tereftalato de polietileno (PET) é de longe o polimero mais
utilizado na fabricacdo de embalagens para comercializar agua. Entretanto, outros polimeros
também s&o utilizados em menor escala para 0 mesmo fim, como por exemplo, polietileno (PE),
polipropileno (PP), poliestireno (OS) e o cloreto de polivinila (PVC). O polimero PET por si s6
¢ uma substancia indcua a saude humana, entretanto em sua producdo, bem como de outros
polimeros, sdo adicionadas diversas substancias plastificantes, como alquilfendis, ftalatos e
BPA, objetivando obter melhorias nas propriedades fisicas e quimicas. Estas substancias podem
migrar para 0s alimentos/bebidas a partir do contato direto, causando efeitos adversos a saude
de quem os utiliza (Diduch, 2011; Groh et al., 2019).

O consumo de dgua mineral (embaladas em garrafas plasticas) tem crescido no mundo
inteiro durante as Ultimas décadas. Observou-se um crescimento com grandes proporc¢des no
consumo nesse ramo, um valor aproximado de 315 % quando comparado as vendas dentre o
periodo de 1999 e 2012. Além disso, acredita-se que a estimativa de receita gerada atualmente

seja ainda maior (Orset, Barret e Lemaire, 2017; Ronquest-Ross, Vink e Sigge, 2015). A
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producdo anual global de plasticos, em 2015, atingiu a meta de 380 milhdes de toneladas, sendo
a maior parte desse material empregado no ramo de alimentos (Groh et al., 2019). Acredita-se
que na presente taxa de crescimento esta producgéo deve duplicar em 20 anos e triplicar até 2060
(Lebreton e Andrady, 2019).

Em termos de residuos, estima-se que o mercado mundial de gerenciamento de residuos
plasticos tenha movimentado cerca de 32,6 bilhGes de ddlares em 2019. A projecdo de
crescimento até 2024 passando a 37,9 bilhGes (“Plastic Waste Management Market”, 2019).
Dos aproximadamente 6,3 bilhdes de toneladas de plasticos produzidos até os dias atuais,
apenas cerca de 9% é reutilizado enquanto a fracdo restante é incinerada ou despejada no meio
ambiente (Forrest et al., 2019).

O vidro também ¢é utilizado como matéria prima para garrafas de 4gua e alguns tipos de
bebidas como sucos, cervejas e vinhos. Todavia no mercado de agua mineral a garrafa de vidro
torna o produto mais caro. Aparentemente, por este motivo estas sdo vendidas em menor
quantidade (Szendi et al., 2018). As concentracdes dos IEs encontradas em agua comercializada
em garrafas de vidro sdo geralmente menores. As concentracdes de ftalatos podem ser até 20
vezes maiores em garrafas PET se comparado com garrafas de vidros. O mesmo acontece com
0 BPA em diferentes paises, um indicativo de que os problemas na contaminacdo por IEs podem
estar ocorrendo no processo de producao e ndo apenas no material utilizado para confeccionar
as embalagens (Aneck-Hahn et al., 2018; P. Montuori et al., 2008).

Recentemente Cincota et al. (2017), afirmou que alguns IEs séo adicionados de forma
ndo intencional a &gua mineral engarrafada em recipiente de PET e atribuiu a causa ndo apenas
ao material da embalagem, mas também a tampa, as etiquetas e a outros componentes da
embalagem. Por sua vez, Beltran et al. (2017) confirma a relacdo entre a presenca desses
contaminantes com a matéria prima utilizada nas embalagens, as condi¢des durante o processo
de producdo e o armazenamento, confirmados em estudos de simulacdo com condicdes
adversas de estocagem, onde uma porcdo de 5g de material plastico de uma garrafa foi
adicionado em um recipiente de vidro de 50 mL e foi mantido durante 10 dias em um banho
termostatico a 40 °C (Cincotta et al., 2018; Salazar-Beltran et al., 2017).

Diferentes alternativas de se avaliar o processo de migracdo, dos ECs para as
embalagens, foram encontradas na literatura. Esses procedimentos variam em termos de
periodo de incubacdo, temperatura e exposi¢do ao sol (Bach et al., 2014; Rastkari et al., 2018).
Cooper et al. (2011) investigaram a contaminacao por migracdo de BPA para diferentes garrafas
de agua de diferentes materiais (plastico, vidro, alumino entre outros) e confirmaram ter
detectado acréscimo de 0,234 ng mL~ de BPA ap6s 5 dias de incubacdo em garrafas plasticas a

temperatura ambiente. Além disto, afirmam haver maior taxa de migracdo em maiores
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temperaturas. Todavia, Jeddi et al. (2016) realizaram testes estabelecendo o periodo de
incubacdo de 45 dias, com temperatura variando entre -18° C a 40° C, relatando que o
armazenamento sob refrigeracdo néo teve resultados significantes no aumento da concentragéo
de ftalatos durante este periodo. Entretanto concluiu que os maiores valores de concentragdo
foram observados a 40° C (Cooper, Kendig e Belcher, 2012; Jeddi et al., 2016).

Hormonios esteroidais

Os hormo6nios naturais sdo substancias geradas por glandulas que estdo dispersas pelo
corpo humano ou de mamiferos, peixes, passaros e outros animais, posteriormente secretas para
fluidos e corrente sanguinea, onde séo dispersadas. Estas espécies agem como transmissores de
informacdo entre as diversas partes do corpo, onde apenas se comunicam com as células que
detém o receptor adequado para receber a informacdo. Os hormonios estrona (E1), estradiol
(E2) e estriol (E3) juntos formam o conjunto dos principais hormdnios esteroidais femininos,
produzidos no ovério, e também podem ser encontrados nos testiculos em menor quantidade.
Sendo assim, sua presenca no meio ambiente esta atrelada aos descartes humanos. No entanto,
0 17o-etinilestradiol (EE2) é um composto sintético utilizado como componente nas pilulas
anticoncepcionais. Gracas a popularidade desta substancia no mercado farmacéutico, é possivel
atualmente encontréd-lo em ambientes aquéticos, atuando como interferente enddcrino e
afetando o equilibrio e biodiversidade desses sistemas e a saide humana (Melo et al., 2017).

Estruturalmente, o0s hormonios esteroidais possuem o0 “esqueleto” do
ciclopenta[a]fenantreno, uma estrutura genérica tetraciclica, sendo trés anéis cicloexano e um
ciclopentano (figura 1). Entretanto, nos esteroides E1, E2, E3 e EE2, o primeiro anel (contando
da esquerda para direita) nominado como “A” ¢ na realidade um anel aroméatico com uma
hidroxila ligado ao carbono 3, podendo haver também substituices nos hidrogénios ligados

aos carbono 16 e 17 por grupos funcionais (Moss et al., 1989).

Figura 1-Estrutura molecular do ciclopentafo]fenantreno.
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A estrona possui um atomo de oxigénio ligado ao carbono 17 por uma dupla ligacao
(carbonila). O 17p-estradiol possui uma hidroxila ligada ao carbono 17 que difere do 17a-
estradiol apenas pelo arranjo tridimensional. J& o estriol possui trés grupos “OH” ligadas aos
carbonos 3, 16 e 17. Ol7a-etinilestradiol (EE2) difere do E2 por uma R (-C=CH) ligado ao

carbono 17. Suas estruturas sdo representadas na Figura 2.

Figura 2 Estrutura molecular dos Horménios naturais Estrona (E1) , 17-estradiol (E2), Estriol (E3)

e sintético 17a-etinilestradiol (EE2)

Estes compostos naturais (E1, E2, E3) ou sintéticos (EE2) sdo capazes de interagir com
receptores de estrogénio, podendo assim interferir em diversos sistemas bioldgicos, atuando na
sintese dos hormonios naturais, secrecdo, transporte, acdo, competindo ou eliminando. Dessa
forma, estas substancias podem ocasionar danos aos seres vivos, a partir do desequilibrio
biolégico promovendo um horménio de forma exagerada, inibindo ou bloqueando seu efeito no

sistema endocrino (Pamplona-Silva et al., 2018).

Bisfenol A

O bisfenol A, 2,2-bis(4-hidroxilfenil)propano ou BPA é uma substancia sintética cuja
formula molecular é (CH3).C(CeH4OH)2, demonstrado na figura 3, e € classificada como um
interferente enddcrino, conhecido por ser amplamente utilizado na industria desde 1950 como
componente para a manufatura de produtos plasticos, resinas, garrafas plasticas, celulares,
notebooks, recipientes para alimentos, equipamentos hospitalares, dentre outros. Em 2011, a

producdo anual mundial de BPA era estimada em trés milhdes de toneladas, em termos de
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producdo supera todos os ftalatos juntos (Deblonde, Cossu-Leguille e Hartemann, 2011,
Oehlmann, Oetken e Schulte-Oehlmann, 2008). Adicionalmente, as projecdes futuras de
producdo atual de BPA séo estimadas em aproximadamente 7,3 milhdes de toneladas no ano
2023, com uma taxa de crescimento de cerca de 3 % ao ano dentre o periodo de 2017 e 2023
(Markets, 2018).

HsC,_ CHs

HO OH

Figura 3: Estrutura molecular do Bisfenol A (CH;),C(CsH4OH)..

A maior rota de exposi¢cdo ao BPA esté atrelada a dieta com o consumo de agua e entre
outros alimentos contaminados (Cichna-Markl, 2012). Mesmo quando ingerido em doses
pequenas, a contaminagao por esta substancia esta associada a varios problemas de satde, como
diversos tipos de canceres (inclusive de prostata), obesidade, diabetes e problemas de
reproducédo, doencas cardiovasculares, doenca renal crénica, asma, dentre outras (Liu et al.,
2019; Shafei et al., 2018; Tuduri et al., 2018; Vogel, 2009; Wright e Kelly, 2017). Tanto os
ftalatos quanto o BPA foram relatados na literatura por apresentarem efeitos depreciativos a
salde do sistema reprodutivo masculino, como um decréscimo significativo na qualidade do
sémen que pode ocasionar infertilidade. As fases pré e neonatal vém sendo apontadas como as
fases nas quais os individuos estdo mais vulneraveis a exposicao, devido a formacéao do sistema
reprodutor (Dabeer et al., 2020; Rehman et al., 2018).

A principal causa dos efeitos negativos em nivel celular esta associada a sua capacidade
de interagir com os receptores de estrogénio a ¢ P, alterando sua atividade fisiologica ou agindo
contra a testosterona (Vagi et al., 2014). Em termos de competicdo por estes receptores

estrogénicos (RE), o BPA possui afinidade cerca de dez mil vezes menor que 17-p-estradiol.
Contudo, a afinidade do BPA pelos RE, e REg supera a testosterona, o que justifica o risco a

exposicdo ocorrer principalmente em individuos do sexo masculino. A tabela 1 apresenta os

valores de afinidade do 17--estradiol, Bisfenol A ,4-t, octilfenol, 4-n-octilfenol, nonilfenol e
testosterona, pela ligagdo com os receptores estrogénicos o € 3, onde o valor de afinidade do

17-p-estradiol foi arbitrariamente adotado como 100 e os demais medidos de forma
comparativa, é possivel observar que dentre estas substancias citadas a testosterona apresentam

0 menor valor afinidade com os receptores o e B (Kuiper et al., 2017).
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Tabela 1: Comparagdo da afinidade da ligagdo com receptores estrogénicos (RE. e REg).

Composto RE. REg
17-p-estradiol 1 1
Bisfenol A 1x10* 1x10*
4-t-octilfenol 1x10* 3x10*
4-n-Octilfenol 2x10 7x10
Nonilfenol 5x10 9x10*
Testosterona <1x10™* <1x10*

*Tabela adaptada de (Kuiper et al., 2017) , competicdo por afinidade dos receptores de
estrogeénio.

Com relacéo as diretrizes que sugerem limite diario de ingestdo para o BPA, foram feitas
grandes mudancas nos Ultimos dez anos: em 2008 a organizacdo americana Food and Drug
Administration (FDA) relatou ndo haver efeito adverso caso ingerido abaixo do limite diério de
5000 pg kg de massa corporal. Entretanto, dois anos depois a United States Environmental
Protection Agency (USEPA) delimitou o limite diario em 50 pg kg, uma redugdo em cem
vezes, alertando que o mesmo teria 0 maior potencial em alterar o sistema hormonal.
Atualmente, em 2018, as agéncias reguladoras alimentares da Unido Europeia reduziram a
tolerancia para o limite de exposicio didria para 4 ug kg, o que sugere que o risco ainda era
maior do que se esperava, quando pesquisas recentes apontam possivel alteracdo na transcri¢éo
de genes, entre outros efeitos adversos (Cichna-Markl, 2012; Ocharoen et al., 2018).

Atualmente, é concebida a possibilidade de algumas doengas comuns como obesidade,
doencas cardiovasculares, doenca renal crénica, asma e cancer também estejam ligadas a
exposicdo ao BPA. Estas doencas sdo ocasionadas pela interacdo do BPA com outros receptores
e glandulas do sistema endécrino (Gonzalez-Rojo et al., 2019; Rezg et al., 2014). A exposi¢do
a durante a infancia pode resultar em efeitos adversos permanentes na vida adulta aumentando
os riscos de desenvolvimento de doencas crénicas como a diabetes, uma vez que o BPA pode

afetar o metabolismo da glicose, e a resisténcia a insulina (Tuduri et al., 2018).

Alquilfenois

Alquilfendis (AFs) sdo substancias sintéticas despejadas na natureza como resultado da
degradacéo de surfactantes ndo-idnicos como o alquilfenol polietoxilato (pelo setor industrial)

ou a partir de polimeros de uso doméstico. Dentre as diversas aplicacbes na agricultura,
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industrias e uso domeéstico, € de maior interesse neste trabalho avaliar o resultado da aplicacéo
como plastificantes em polimeros como tereftalato de polietileno (PET), polietileno de alta
densidade (PEAD) e cloreto de polivinila (PVC), pois nestes polimeros os AFs sdo aplicados
como aditivos no processo de manufatura, com o intuito de se obter melhores propriedades
fisicas e quimicas. Em outro cendrio, as industrias téxteis, de papel e agricolas utilizam os
alquilfendis visando outros objetivos, em tintas, pesticidas, herbicidas, emulsificantes,
dispersantes, agente floculante e antioxidante (Barber et al., 2015; Ginther, R&cker e B6hme,
2017; Salgueiro-Gonzalez et al., 2012).

Estruturalmente, os alquilfendis sdo formados por um anel fenolico substituido com uma
cadeia alquila que varia de 1 a 12 carbonos. Nesses compostos as posicdes dos grupos
substituintes “orto”, “meta” ¢ “para” sdo nominalmente simplificadas respectivamente em 2-,
3-, 4-alquilfenol. Dentre os subgrupos, o 4-octilfenol e 4-nonilfenol (figura 4) séo os de maior
interesse na area ambiental, devido ao maior emprego nas industrias, uso domestico e por serem
considerados os metabolitos mais significativo e perigosos (Acir e Guenther, 2018; Salgueiro-
Gonzaélez et al., 2017).

OH CH

CoHig

4-n-NP M
4-t-OP

Gty
4-n-OP

Figura 4. Estrutura molecular dos Alquilfenois 4-t-Octilfenol (4-t-OP), 4-n-Octilfenol (4-n-

OP), 4-n-Nonilfenol (4-n-NP).

Os efeitos deletérios associados a exposicdo a alquilfenois e seus metabolitos sédo
similares ao BPA. Estes foram identificados primeiramente por Soto et al. (1991) que os
descreveram como sendo uma substancia estrogénica liberada do plastico. Dentre o grupo dos
alquilfenois, as propriedades estrogénicas do nonilfenol € o que vém chamando mais atengao
por seu potencial nocivo em se ligar aos receptores e causar desequilibrio no sistema endocrino
(Soto et al., 1991).

O nonilfenol, mesmo em baixas concentragdes (100 nM), consegue provocar efeitos

negativos nos genes relacionados ao sistema reprodutivo. Sua capacidade em se ligar ao
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receptor ER,, foi confirmada por Amaro et al. no ano 2014 (Amaro et al., 2014). Em 2017,
Kuiper et al. afirmaram que os alquilfenois podem competir com o E2 por ambos os receptores
estrogénicos (ER, e ERp) praticamente na mesma intensidade, e descreveram também a
intensidade da capacidade de interagir com os receptores, de acordo com a ordem decrescente
de afinidade: nonilfenol, 4-n-octilfenol, 4-t-octifenol (tabela 5). Provavelmente, a afinidade por
esses receptores cresce a medida que o nimero de carbonos do grupo alquila aumenta podendo
atingir um valor até relativamente mil vezes menor que o 17g-estradiol (Kuiper et al., 2017).

Outro aspecto relevante a respeito do nonilfenol é que este representa um grupo de
isbmeros com atividade estrogénica diversificada. Logo, a concentracéo total desses isdbmeros
pode ndo refletir diretamente no potencial toxicologico, exigindo futuros estudos a respeito
(Gunther, Racker e Bohme, 2017).

Ftalatos

Ftalatos, derivados di-esteres do acido ftalico, sdo compostos quimicos sintéticos
conhecidos h& mais de cinco décadas. Dentre as formas de uso mais comuns, os ftalatos sdo
utilizados em polimeros plasticos para favorecer a flexibilidade e resisténcia mecénica. Estes
também sdo incorporados a cosméticos como agente fixador para aumentar a penetragdo de
certos produtos na pele, ou entdo utilizados em esmaltes para prevenir quebra nas unhas.
Descriminando a utilizacdo, o dietilftalato (DEP) e di-n-butilftalato (DBP) sdo mais
encontrados em produtos de cuidado pessoal, fa&rmacos, solventes e adesivos, enquanto di(2-
etilhexil)ftalato (DEHP) é o mais utilizado dentre os ftalatos, sendo aplicado como plastificante
mais utilizado no mundo (Teodosiu et al., 2018; Weizhen et al., 2020).

Dentre os ftalatos, seis deles tém atraido atencdo devido ao seu potencial nocivo. Séo
estes: DMP, DEP, DBP, DnOP, BBP e DEHP, a estrutura molecular destes encontra-se
ilustradas nas figuras 5 e 6 (Xu et al., 2016). O DEHP, CsHa(CgH17COO), é o ftalato que €
geralmente encontrado em maior quantidade no meio ambiente e € de fato o mais amplamente
produzido ao redor do mundo: cerca de trés bilhdes de quilogramas por ano, sendo

principalmente aplicado na manufatura de policloreto de vinila (PVC) (Yang et al., 2015).
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Figura 5: Estrutura genérica dos ftalatos

As fontes de exposicéao por ftalatos estdo no consumo de 4gua contaminada, alimentos,
ingestdo de particulas de solo ou poeira, contato com a pele ou inalagdo. Um estudo realizado
na China, com 125 pessoas, mostrou que 33 delas apresentavam concentracfes de ftalatos ou
seus respectivos metabolitos acima do valor estabelecido como fator de risco devido ao
consumo de dgua impropria de 10 e 50 pg/kg peso corporal/dia para os respectivos ftalatos DBP
e DEHP. A maior parte dos integrantes do grupo de risco ingeria apenas agua da torneira
fervida, dando indicios de que a fervura da 4gua ndo elimina estas espécies, que podem estar
presentes na agua distribuida a partir das estac6es de tratamento (Li et al., 2019).

Outro fato importante € que os ftalatos ndo sdo quimicamente ligados a matriz dos
polimeros em que sdo empregados. Logo é possivel que ocorra migracéo por contato direto para
um alimento ou objetos e.g. a transmissdo através do material da garrafa plastica para a agua
mineral engarrafada ou, em outro exemplo, é a 4gua tratada que foi contaminada ao percorrer
as tubulacdes até chegar a torneira (Sun et al., 2013).

Um individuo exposto a contaminacdo por ftalatos pode sofrer efeitos decorrentes da
presenca destas substancias e de metabolitos, seus respectivos monoésteres. Quando presente
no corpo humano, os ftalatos sdo rapidamente metabolizados aos seus respectivos monoésteres
(a partir do processo de hidrdlise) (Xu et al., 2016). Em ftalatos que possuem cadeia alquila
curta, os principais produtos metabdlicos originados sdo os respectivos seus monoésteres, que
sdo eliminados do corpo humano em algumas horas e s@o excretados pelas fezes ou urina
(Schecter et al., 2013).

Ftalatos e seus metabdlitos podem agir no sistema enddcrino das seguintes
formas: elevando os efeitos fisioldgicos do estrogénio, competindo por receptores com
horménios ou inibindo seus efeitos, por ultimo alterando a biodisponibilidade desses hormonios
(Pamplona-Silva et al., 2018).
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Figura 6 : Estrutura molecular dos ftalatos Dimetilftalato(DMP), Dietilftalato (DEP),
Dibutilftalato (DBP), Di-n-octilftalato(DnOP), Butilbenzilftalato (BBP) e Di(2-etilhexil)
ftalato (DEHP)

Em estudos recentes realizados para avaliar a puberdade precoce em garotas, um grupo
de interferentes endocrinos classificados como ftalatos, foi avaliado e afirmou-se existir uma
forte relacdo entre a exposicao a esses compostos e a incidéncia da puberdade precoce, onde 0s
niveis encontrados de di-(2-etilexil)ftalato (DEHP) no plasma sanguineo do grupo de mulheres
que passaram pela puberdade precoce é significativamente mais alto, consequéncia do consumo
de &gua, bebidas, sucos engarrafados, alimentos embalados, produtos cosméticos e contato com
brinquedos plasticos durante a infancia (Hashemipour et al., 2018). Ao mesmo tempo, existe
uma preocupacdo mundial relacionado ao sexo masculino, uma vez que pode haver ocorréncia
de anomalias ligadas a qualidade do sémen (contagem de esperma) devido a pela exposicao a
ftalatos, afetando negativamente a saude e reproducdo (Rehman et al., 2018; Zhu et al., 2016).

Os principais efeitos negativos relacionados a contaminagéo por ftalatos estéo ligados a
problemas reprodutivos, oriundos do potencial dessas substancias em causar anormalidades no
funcionamento no sistema enddcrino e receptores de esteroides. Dentre a variedade de possiveis

efeitos prejudiciais a saude Schecter et al. (2013) descreve relatos que o individuo do sexo
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masculino pode desenvolver infertilidade por decréscimo da qualidade do esperma, por danos
causados ao DNA e pela baixa contagem de esperma. Em individuos do sexo feminino pode
provocar a puberdade prematura nas meninas e em bebés gerados por mulheres expostas a
ftalatos podem nascer abaixo do peso dentre outros efeitos (Chen et al., 2014; Lindgren et al.,
2019).

Interferentes enddcrinos: propriedades fisico-quimicas e mecanismos de agéo

Os compostos estudados neste trabalho podem ser divididos em subgrupos de acordo
com suas aplicacdes e origem. A tabela 2 apresenta as suas respectivas estruturas quimicas e
algumas de suas propriedades como solubilidade em agua, coeficiente de parti¢do octanol-agua,
constante de acidez, pontos de fusdo e ebuli¢do e a constante de Henry. Ao primeiro grupo
pertencem a estrona (E1), o 17p-estradiol (E2) e o estriol (E3), que sdo hormdnios naturais
produzidos pelo corpo humano e animais, complementando com o 17a-etinilestradiol (EE2),
um hormonio sintético, que possui similaridades com os horménios femininos, e é muito
utilizado em pilulas anticoncepcionais.

Do segundo grupo fazem parte o bisfenol A (BPA), o 4-n-nonilfenol (4-n-NP), o 4-n-
octilfenol (4-n-OP), o 4-t-octilfenol (4-t-OP), formando o conjunto de alquilfendis e BPA,
utilizados em produtos industrializados como detergentes, tintas, propelentes em pesticidas,
produtos de cuidado pessoal, plastificantes, elastdmeros, acrilico e acetato de vinila. Em
adicional, pertencentes ao terceiro grupo estdo os ftalatos, o dimetilftalato (DMP), o dietilftalato
(DEP), o butilbenzil ftalato (BBP), o di-n-butilftalato (DBP), o di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) e
o di-n-octil ftalato (DnOP), que possuem diversas aplicagdes como serem utilizados como
plastificantes em polimeros, aditivos em inseticidas, tintas, cosméticos, coberturas de assoalho,
forros, roupas ou isolantes em dispositivos elétricos, dentre outros (Chen et al., 2014; Deblonde,
Cossu-Leguille e Hartemann, 2011; Lamprea et al., 2018; Yan et al., 2018).

Em ambientes aquaticos, 0s contaminantes apresentam riscos potenciais aos
ecossistemas, a biodiversidade e a disponibilidade de alimentos atingindo diversos pontos da
cadeia alimentar, acarretando em efeito ainda maiores ao serem acumulados através dos niveis
troficos (Chae et al., 2018).
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Tabela 2 Interferentes enddcrinos estudados e suas propriedades

Composto Estrutura Solubilidade LogKow pKa PF/PE(°c) Constante de
Quimica em agua mgL- Henry (atm
1(25°C) m®mol?)
Estrona (E1) 30,0 3,13 10,2 154 /260,2  3,8X107%°
17p-estradiol (E2) 1/ 390(27°C) 4,01 10,3 1785 (PF) 3,6X10™
N f >
80
Estriol (E3) 27,3 2,45 10,5 282 (PF) 1,3X101?
|
170- 11,3 (27°C) 4,15 10,2 183(PF) 7,9X101%2
etinilestradiol
(EE2)
dimetilftalato . 4,00 1,60 - 284/5,5 2,0X10
(DMP) .
dietilftalato f 1,08 2,47 - 295/-40,5 6,1X107
o/\cm
o) @i\/
butilbenzilftalato | 2,69 4,73 - 370/-35 1,3X10°
DO
(BBP) T
g
di-n-butilftalato j s 11,2 4,50 - 340/-35 1,81X10°
(DBP) L oo
I
di(2-etilhexil) N A 0,270 7,60 - 385/-50°C  2,7X107
ftalato (DEHP) L T
di-n-octilftalato 0020 8,10 - 220/25 2,6X10-6
(OnOP) Ol
Bisfenol A (BPA) oG 1 300 3,32 9,60 360.5/160 4,0X101!

HO II I OH
GH

4-n-nonilfenol 7,00 5,76 - 317 /42 3,4X10°
(4nNP) /©/

o \l 12,6% 412* - 280/44 6,9x10°
(4nOP) P
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4-t-octilfenol o 511 5,25 - 279/84,5 6,9X10°
(4tOP) /@/

Fonte: PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), * Solubilidade a 20 °C e Ko (Ying, Williams e Kookana,
2002)

A mudanca de sexo e capacidade reprodutiva dos animais sdo apontados como
caracteristicas evidentes da contaminacao por interferentes enddcrinos, a tabela 3 apresenta a
relacdo entre as substancias estudadas e os riscos associados. Mesmo quando presente em
baixas concentracdes, na ordem de pg L™ ou ng L, os interferentes enddcrinos podem afetar
processos fundamentais para o controle da reproducéo e desenvolvimento de diversas espécies.
Contudo, no desenvolvimento das etapas iniciais da vida (fetos, bebés, criancas ou equivalente
em animais) € notada maior sensibilidade a presenca dos interferentes enddcrinos (Bosker,
Santoro e Melvin, 2017; Niu e Zhang, 2018; Valcarcel et al., 2018).

Atualmente a lista em vigor de candidatos a contaminantes (CCL) de &gua potavel
determinada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) reforca a
necessidade existente de inclusdo dessas substancias nas legislacbes ambientais, para que
possam ser tomadas medidas oficiais. Em 2016 uma atualizacdo na lista de candidatos
acrescenta a CCL-4 os seguintes contaminantes quimicos: estrona (E1), 17-beta estradiol (E2),
estriol (E3), 17-alfa etinil estradiol (EE2) e nonilfenol, reconhecendo os riscos em potencial

causado por estas espécies (U.S. EPA, 2016).

Tabela 3 Problemas de saude associados a contaminagdo por interferentes enddcrinos

Compostos Riscos associados Individuos Referéncia
afetados
Ftalatos Interfere na distancia anogenital em fetos e Humanos e animais (Lindgren et
feminilizacdo de recém-nascidos; 2019)
Ftalatos Distarbio metabdlico lipidico, acidente vascular Humanos e animais (Zhou et al., 2019)

cerebral, aterosclerose, diabetes, doencas das

artérias coronarias;

Bisfenol A e Alteracdes na composic¢do e textura muscular; Peixe (Sparus (Carnevali et al.,
Ftalato aurata) 2019)

Horménios Masculinizagdo da populacdo da espécie e Peixe-mosquito (Huang et al., 2019)
esteroides caracteristicas sexuais secundarias; (Gambusia affini)

(naturais e

sintéticos)
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Ftalatos e Dificuldades na gestacdo e desenvolvimento do Humanos (Chin et al., 2019)

Bisfenol A feto;

Bisfenol A e Bioacumulador, riscos a quem consome; Mexilhdo verde (Ocharoen et al.,,

Estradiol (Perna viridis) 2018)

Ftalatos Puberdade precoce em meninas; Humanos (Hashemipour et

al., 2018)

Ftalatos e Anomalias no trato reprodutivo masculino e Humanos (Rehman et al.,

Bisfenol A declinio na qualidade do sémen; 2018)

Alquilfenois Problemas de desenvolvimento, reproducdo, Microcrustaceo (Haeyoun e Lee,
transcricdo de genes e estresse oxidativo; (Daphnia magna) 2019)

Alquilfenois Feminilizacdo e mudangas na populacao; Peixes (Barbus (Blanco et

meridionalis, 2019)

Squalius laietanus);

Acredita-se que a maioria dos compostos ndo inclusos ou regulados pelas legislacdes de
agua potavel bem como a diretriz para qualidade da agua potavel (WHO, 2011) e outras
diretrizes ao redor do mundo séo consequéncia da falta de informacéo acerca dos impactos,
toxicidade, comportamento e refino dos métodos consolidados para determinacdo destas
substancias (Riva et al., 2018; Teodosiu et al., 2018). Desta forma, tornam-se relevantes os
estudos direcionados a obter estas informacdes, possibilitando assim uma atualizacdo dessas
diretrizes com a inclusdo dessas espécies, estabelecendo seus valores limites de exposicao.

Por outro lado, existe um grande problema com relacéo ao suprimento de agua, uma vez
que os tratamentos convencionais (filtracdo, floculacao e desinfec¢éo) ndo sao eficazes em lidar
com estes micro contaminantes (Simazaki et al., 2015). No entanto, procedimentos refinados
para tratamento de agua como processos oxidativos avancados (POA), adsor¢do com carbono
ativado, aplicacdo de membranas e biodegradacao por enzimas, tém se mostrado eficientes na
remocao destes compostos. Entretanto, esses métodos alternativos elevam os custos do
tratamento de &gua, limitando o acesso a este recurso (Bilal et al., 2019; Teodosiu et al., 2018).
Logo, vem a tona a necessidade de estudos para implementacdo de novas estratégias de
monitoramento, bem como a remocéo destes compostos (Kim et al., 2018; Wee e Aris, 2017;

Yang et al., 2017).
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Tabela 4 Estudos recentes envolvendo a andlise de interferentes enddcrinos

Compostos Tipo de Niveis Local de Métodode preparo Métodos Referéncia
amostra encontrados amostragem de amostras de
analise
BPA Alimentos para | 1,1ngg? Granada, Spain Extracdo solido | GC- (Garcia-
bebes liquido dispersiva MS/MS Corcoles et
al., 2018)
DMP,DBP DEP Garrafas pet 1,1 a63 mg kg Monterrey  City, | Extracdo assistida por | HPLC- (Salazar-
México micro-ondas (MAE) uv beltran et al.,
2018)
BPA, E2 Agua de | 50,67 a Golfo da Tailandia | Extragdo em fase | HPLC- (Ocharoen et
superficie 62,98 ng L! solida, cartuchos (Cis) | UV al., 2018)
BPA, OP, NP Musculo de | 0,023a0,322ngg | Pulau Kukup, | Extracdio em fase | HPLC- (Ismail, Wee e
peixes 1 Johor, Maléasia solida cartucho de | FLD Aris, 2018)
Phenomenex.®
DMP, DEP, | Agua de | 0,065 a 2,465 ug | Rio Songhua, | Extragdo fase liquida | GC-MS (Wen et al,
DBP,DEHP,DnOP, | superficie L1 China 2018)
DINP,DIDP
DMP,DEP,DBP,BB | Agua residual 0,03 a 2488,31 pug | Amathole Extracdo fase solida, | GC-MS (Salaudeen et
P,DEHP,DNOP Lt Municipality, cartuchos (Cis) al., 2018)
Africa do Sul
BPA, NP Agua potavel 15,17 a 355,89 ng | Madri, Espanha Pré-concentracéo LC-MS- (Valcarcel et
Lt liquido-liquido Online | MS al., 2018)
El, E2, E3, EE2 Agua potavel e | <5,0,ng L Curitiba, Brasil Extragdo em fase | HPLC- (Liz, De et al.,
de superficie solida, cartuchos (Cis) | FLD 2017)
E1,E2,E3,EE2 Agua superficie | 6,2a433,6 ng Lt | China, rio Lianhe | Extracio sélido- | GC-MS (Huang et al.,
e peixes liquido 2019)
DMP,DEP,DBP,BB | Azeite d/e oliva | 0,030 a 7520 mg | Diversos paises | Extragdo liquido- | GC-MS (Pereira,
P,DEHP,.DNOP e kgt Europeus liquido Selbourne e
outros Pocas, 2019)
DMP,DEP,DBP,BB | Microplasticos 0,011a3,89ng g’ | Mar amarelo, | Extracdo s6lido- | GC-MS (Zhang et al.,
P,DEHP,DNOP e China liquido 2018)
outros
E1, E2, EE2 Agua de | 0,9a4,4ngL™ | Africado Sul Extracdo fase solida, | LC-MS (Mnguni et
superficie cartuchos (Cig) al., 2018)
BPA, ELE2EE2, | Agua mineral | 0,9a10,06 ngL | Africado Sul Extracdo fase solida, | GC-MS/ | (Aneck-
ftalatos e | (PET) 1 cartucho Oasis HLB. | yeg Hahn et al.,
alquilfendis 2018)
E2,EE2 Agua tratada e | 3,0a246 ng L | Jalisco, México | Extragdo fase solida, | GC-MS | (Vallejo-

mineral

cartucho Cis

Rodriguez et
al., 2017)
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Os Interferentes enddcrinos (IEs) podem ser encontrados em diversas matrizes e em
diferentes condi¢fes ambientais como alimentos, &gua, solo, ou até acumulados em algumas
espécies de animais e vegetais (Kim, Kwak e An, 2018; Nicole, 2016; Olukole et al., 2018).
Alguns exemplos de trabalhos encontrados na literatura atrelado a estas espécies bem como os
niveis de concentracdo e metodologia utilizadas séo citados na tabela 4, onde estes compostos
foram encontrados em alimentos para bebes, garrafas pet, agua superficial, 4gua mineral,
moluscos, peixes, &gua mineral e agua tratada, evidenciando a ubiquidade destes compostos, 0s
riscos a saude devido a sua presenca e as técnicas refinadas utilizadas para a determinacéo.

Pesquisas mostram que exposicdes mesmo em niveis baixos (ng L) destes interferentes
levam a mudancas permanentes no sistema enddcrino nos seres humanos e animais, uma vez
que tais substancias podem atuar através do mimetismo, competicéo ou interrupcao da sintese
de hormonios enddgenos. Isto resulta em reproducdo prejudicada e consequente baixa taxa de
natalidade, perda potencial de biodiversidade, disfuncdo metabolica e aumento da incidéncia e
progressdo de canceres sensiveis a hormonios (Bokony et al., 2018; Gallo et al., 2018;
Lejonklou et al., 2017; Olukole et al., 2018).

Em resumo, os hormonios esteroides, como o estriol, estrona e 17a-etinilestradiol bem
como os alquilfenois, BPA e ftalatos, interagem com receptores de estrogénio, podendo
interferir em diversos sistemas, pois podem atuar na sintese, secrecdo, transporte, ligacao ou
eliminacdo dos horménios naturais e, desta forma, ocasionam danos ao sistema bioldgico
promovendo, inibindo ou blogueando o sistema enddcrino (Pamplona-Silva et al., 2018). Por
outro lado, dentre os alquilfendis, o nonilfenol por exemplo, também pode afetar a expressao
de genes envolvidos na via reprodutiva e em processos metaboélicos ao ligar-se e atuar como
agonista dos receptores de estrogénios (Amaro et al., 2014). Todos estes compostos estdo
envolvidos em uma série de problemas fisioldgicos crénicos associados a organismos terrestres,
aquéticos (Rogers e Mirza, 2013; Wen et al., 2018; Wright e Kelly, 2017) .

Técnicas analiticas empregadas na determinacéo de IE

A cromatografia gerou o0s principais instrumentos atualmente utilizados na
determinacdo dos IEs. Os estudos em cromatografia surgiram no inicio do século XX e teve seu
mérito atribuido ao boténico russo Mikhael Tswett, que foi capaz de separar pigmentos
coloridos em extratos de plantas em um tubo preenchido com carbonato de célcio. Desde entdo

esta técnica tem evoluido bastante, com o advento do uso de computadores para monitoramento
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dos parametros experimentais e tratamento de dados bem como desenvolvimento de colunas de
separacdo cada vez mais eficientes.

Esté técnica de separacdo promove a separacdo dos componentes de uma amostra entre
duas fases, a fase estacionéria fixa com uma grande area superficial e uma fase maével fluida
que percorre através do sistema. Os métodos cromatograficos mais sofisticados atualmente
podem ser classificados de acordo com a natureza fisica da fase movel, podendo ser um liquido,
gés ou fluido supercritico hifenado a um tipo de detector.

A cromatografia liquida se tornou uma técnica amplamente empregada nas Ultimas
décadas. O desenvolvimento de novas particulas de fase estacionaria permitiu gerar colunas de
separacdo mais seletivas, eficientes e estaveis. A associacdo da técnica de separagdo com
técnicas de analise utilizando detectores mais sofisticados, como detector de arranjo de diodos
(DAD) e detector de fluorescéncia (FLD), e espectrometro de massas (MS) foi um avango em
termos analiticos.

O detector de massas é provavelmente o detector mais versatil e importante para analise
de compostos organicos em concentracbes de nivel traco. Entretanto a interface entre a
cromatografia liquida, que opera em altas pressoes, e 0 espectrometro de massas, que opera no
vacuo, exigiu o desenvolvimento de interfaces complexas tornando o equipamento menos
acessivel no entanto necessario em diversos procedimentos.

Os detectores baseados na absorcdo de luz, sdo os mais empregados em cromatografia
liquida atualmente. A atenuacéo da intensidade do feixe de luz que atravessa uma cela contendo
a amostra € o principio basico dos detectores UV-VIS (opera nas regides ultravioleta e visivel).
O detector de arranjo de fotodiodos (PDA), o mais aplicado detector UV-VIS neste seguimento,
é um conjunto de diodos onde cada um destes monitora uma faixa estreita de comprimento de
onda. Em conjunto, os dados obtidos pelo PDA permitem a obtencéo do espectro completo, a
partir de um software, onde podem ser identificados sinais que podem ser associados as espécies
analito. A escolha do comprimento de onda mais sensivel, relacionada as espécies a serem
analisadas, permite um ganho em termos de sensibilidade. Em termos de custo, esta técnica é
mais acessivel em comparacdo com a espectrometria de massas.

O detector de fluorescéncia, tem como principio a capacidade de alguns compostos em
absorver a radiacao eletromagnética, passando do estado fundamental a um estado excitado, e
reemiti-la em um comprimento onda de menor energia ao retornar para o estado fundamental.
Nem todos 0s compostos possuem esta caracteristica tdo evidente, a fluorescéncia é mais
intensa em compostos que possuem ligagfes quimicas mais rigidas, como anéis aromaticos ou
compostos conjugados contendo varias duplas ligagdes. Logo, esta técnica é restrita em termos

da natureza quimica dos analitos que podem ser utilizados, € a0 mesmo tempo que permite um
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ganho de seletividade, apresentando pouca ou nenhuma interferéncia. Em suma, este detector
permite elevada sensibilidade e é comparativamente mais acessivel que a espectrometria de
massas, entretanto tem aplicacdo limitada a espécies de natureza fluorescente.

Devido as suas peculiaridades, na determinacdo dos IEs € necesséria a utilizacdo de
técnicas cuja sensibilidade seja capaz de alcancar os baixos niveis de concentracdo nos quais
estas espécies sdo encontradas no meio ambiente. A técnica mais comumente aplicada é a
cromatografia acoplada a espectrometria de massas, devido a alta sensibilidade permitida pela
técnica e facilidade em associagcdo com técnicas de microextracdo. (Salgueiro-Gonzélez et al.,
2017).

Dentre as técnicas cromatograficas empregadas, a cromatografia liquida (LC) e
cromatografia gasosa (GC) apresentam vantagens e desvantagens entre si. Os cromatografos de
fase gasosa levam esta denominagdo devido a fase movel utilizada se encontrar na forma
gasosa, geralmente um gas inerte a altas temperaturas. Apesar de sua alta eficiéncia, esta técnica
se depara com uma limitagcdo para aplicacdo em compostos com grande massa molecular e
pouco estaveis frente a altas temperaturas (200 a 300°c) e com baixas pressdes de vapor. Uma
estratégia comumente aplicada para permitir trabalhar com compostos que sofrem estas
limitacGes € a partir da derivatizacdo quimica. Entretanto, a cromatografia liquida, onde
geralmente a fase movel se trata da combinacao de dois eluentes e uma programacao de mistura
destes, permite a analise de compostos ndo volateis, independente do peso molecular, contanto
que seja uma espécie capaz de ser solubilizada em uma fase liquida. Em adicional, as faixas de
temperatura nesses equipamentos variam da temperatura ambiente até 80°c, permitindo
trabalhar com substancias sensiveis a altas temperaturas e ndo necessitando de derivatizacdo
guimica (Mnguni et al., 2018; Vallejo-Rodriguez et al., 2017).

A cromatografia liquida (LC) utilizando o detector de fluorescéncia (FLD) e/ou de
arranjo de diodos (DAD) é uma alternativa para deteccdo destes compostos. De fato, a
sensibilidade destes detectores € inferior ao detector de massas, dificultando a aplicacdo para
matrizes mais complexas e com concentracbes mais baixas destes analitos. Entretanto, esta
dificuldade pode ser superada gracas ao procedimento de extracdo e ou clean-up aplicados no
preparo de amostra. Outra questdo relevante € que sdo atingidos menores limites de deteccédo
por ndo necessitar da etapa de derivatizacdo, se comparado a cromatografia gasosa.
Instrumentos mais sofisticados para a cromatografia liquida podem ser acoplados ao detector
de massas, entretanto o custo desse equipamento também é um fator limitante (Salgueiro-
Gonzélez et al., 2017).

Neste presente trabalho aplicou-se a cromatografia liquida ultrarrdpida com

espectrometro de massas (UFLC-MS), uma versdao mais sofisticada do classico HPLC, que a
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grosso modo trabalha com altas pressdes e tubulacdo mais fina, resultando no consumo muito
menor de eluentes e reducéo dos residuos, sendo assim considerada ambientalmente favoravel.
Além disso, outra vantagem deste instrumento é o ganho em frequéncia analitica, onde os
tempos de retencdo sdo geralmente mais baixos, ocasionando corridas até dez vezes mais
rapidas e o ganho em sensibilidade devido ao detector de massas.

Determinar a concentracdo dos IEs em agua mineral ou tratada parece ser uma tarefa
relativamente simples: é de se esperar que essas matrizes possuam poucas especies interferentes
facilitando o trabalho. Entretanto, devido & necessidade de avaliar a presenca dos IEs onde as
concentragdes s40 muito baixas, estando na ordem de pgL™ ou até ngL™%, se torna indispensavel
a aplicacdo de procedimentos de extracdo e pre-concentracdo destes analitos atrelado ao uso de
instrumentacdo analitica refinada. As etapas de pré-concentracdo acabam exercendo grande
influéncia na obtencdo dos resultados buscando atingir melhores limites de deteccédo
(Chevolleau et al., 2016), as principais técnicas de preparo de amostra e analise para os IEs em

matrizes aquosas serdo discutidas a sequir.

Técnicas preparo de amostra e extracao

O preparo de amostra é uma etapa crucial ao se trabalhar com matrizes aquosas, pois
com este procedimento € possivel separar os analitos dos outros componentes da matriz,
permitindo isolar e/ou pré-concentrar estas espécies de modo a tornar suas analises possiveis
mesmo quando os analitos se encontram em concentracdes reduzidas do meio ambiente. E
desejavel que o volume de amostra necessario para realizar estas analises, bem como o consumo
de solventes e outros reagentes, sejam cada vez menores, objetivando produzir menor
quantidade de rejeitos e estar de acordo com os principios da Quimica Verde (Ali et al., 2019;
Salgueiro-Gonzalez et al., 2017).

Existem diversas alternativas para extracao/pré-concentracdo dos IEs a partir da matriz
aquosa, dentre as mais utilizadas estdo extracdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction),
extracdo em fase solida (solid-phase extraction), micro extracdo em fase solida (solid-phase
microextraction) , micro extracdo em fase solida dispersiva (dispersive solid-phase
microextraction), extracdes assistidas por ultrassom ou nao e suas derivacdes (Chormey et al.,
2017; Garcia-Corcoles et al., 2018; Ghorbani et al., 2018).

Extracdo liquido-liquido: com pouca utilizacdo atualmente, esta técnica requer grande
consumo de reagentes toxicos, como diclorometano ou cloroférmio, em média de 200 mL,
grande volume de amostra (superior a 500 mL) e alto tempo de preparo. Contudo a

microextracdo liquido-liquido vem substituindo o método classico resolvendo a maioria dos
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problemas associados a geracdo de residuos desta técnica, utilizando apenas cerca de 200 pL
de solvente e com menor tempo de preparo.

Neste tipo de extracdo a amostra € misturada com um solvente polar e outro solvente
organico ndo polar, resultando na formacdo de um sistema com duas fases imisciveis,
objetivando que os analitos migrem para uma particdo do solvente enquanto as impurezas
migrem para o outro solvente (Muhammad, Ahad e Mehboob, 2020).

A extracdo liquido-liquido tem como principio a preferéncia de afinidade dos analitos
por uma das fases, e essa afinidade pode ser avaliada de forma genérica pelo coeficiente de
particdo octanol agua (Kow). Em adicional o controle do pH e/ou adic¢éo de sal pode melhorar
os resultados, facilitando a difusdo dos analitos para a fase de interesse (Diana e Dimitra, 2011;
Salgueiro-Gonzélez et al., 2017).

Microextracdo liquido-liquido dispersiva: Técnica inovadora no campo da extracdo
liquido-liquido, apresentando diversas vantagens e resultados promissores, dentre estas o baixo
custo, simplicidade, maior frequéncia analitica, e melhores fatores de enriquecimento. Esta
técnica se resume em extrair os analitos da fase aquosa a partir de uma mistura apropriada do
solvente de extracdo e uma fase liquida dispersante. A mistura dos solventes forma uma solugéo
turva e em seguida é centrifugada, formando duas fases; a fase superior € coletada e pode ser
analisada em um cromatografo. A Unica dificuldade para aplicacdo € a selecdo correta da
mistura de solventes, pois a escolha ndo ideal pode acarretar perda de analitos. O uso de
instrumentos para gerar vortex e ultrassom atrelado a esta técnica € comum, bem como técnicas
para evaporar e reconstituir a amostra tem apresentado bons resultados (Mostafa e Shaaban,
2018; Salcedo et al., 2019; Vifas et al., 2014, 2015).

Extracdo/microextracdo solido-liquido: Esta é a técnica de extracdo mais aplicada nas
ultimas décadas para os IE e permitindo isolar os analitos da matriz, pré-concentrar € a0 mesmo
tempo realizar o processo de clean-up. A versatilidade em termos de escolha do adsorvente é
outro fator positivo, em ordem decrescente de aplicacio o Cis, Oasis HLB® e Florisil s&o os
adsorventes mais utilizados para extracdo dos IEs. A maior dificuldade atrelada a aplicacdo da
técnica tradicional € o grande volume de amostra, s&o utilizados entre 250 mL a 4 L de amostra
para atingir niveis de concentracdo compativeis com a analise em matrizes ambientais em
amostras de dgua. O principio da técnica se baseia em passar um grande volume de amostra
através de um tubo, que contém uma massa de adsorvente imobilizado, onde os analitos sdo
retidos e as impurezas sdo lavadas, em seguida desorvendo e pré-concentrando os analitos em
uma fase liquida compativel com o método de anélise (Chevolleau et al., 2016; Dhaini e Nassif,
2014; Liz, De et al., 2017; Salaudeen et al., 2018; Valcarcel et al., 2018).
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A microextracdo soélido-liquido é derivada da extracdo solido-liquido, seguindo os
mesmaos principios, de forma miniaturizada. Entretanto esta variacdo da técnica de extracéo é
caracterizada por ter diversas vantagens, assim como menor tempo de extracdo, baixo custo,
menor volume de amostra, consome pouco solvente e gera menos residuos. Variagbes da
microextracdo em fase solida como fibra oca, magnética dispersiva e liquido i6nico podem
tornar o procedimento ainda mais sensivel e seletivo (Hao et al., 2014; Li et al., 2015; Souza-
silva, Gionfriddo e Pawliszyn, 2015; Wang et al., 2019).

Extracédo assistida por ultrassom: Adotando como ponto de partida o principio do efeito
da cavitacdo, a aplicacdo assistida por ultrassom pode ser utilizada para limpar, misturar e
acelerar processos de extracdo. E uma técnica de aplicacio simples e baixo custo relativo, ndo
encontra limitacGes no tipo do solvente e abrange um amplo grupo de compostos e tipos de
matrizes (incluindo bioldgicas). E comum a utilizagdo do ultrassom associado a técnicas de
microextracdo liquido-liquido ou solido-liquido. Neste ponto, a otimizacdo dos parametros
como temperatura, composicao do solvente e frequéncia do ultrassom tem melhorando o tempo
e eficiéncia de extracdo (Ghorbani et al., 2018; Mpupa, Mashile e Nomngongo, 2019;
Setyaningsih et al., 2019).

Extracdo com liquido pressurizado: Método efetivo para grande ndmero de amostras,
devido a facil aplicacdo que requer pouco tempo (aproximadamente 15 min), volume pequeno
de solvente e minimo de procedimento manual. A operacdo consiste basicamente em inserir a
amostra em uma célula de aco inoxidavel onde a extracdo ocorre a alta pressao e temperatura
controlada. As maiores dificuldades atreladas ao uso deste procedimento € o custo do
equipamento relativamente alto e necessidade de otimizar o tipo de solvente e temperatura
utilizada (Kim, Lee e Don, 2019; Liang et al., 2019; Vila et al., 2015).

Microextracdo liquido-liquido assistido por Vortex-ultrassom: Procedimento no qual
uma pequena fragdo da amostra é dissolvida em pequeno volume de &gua destilada (cerca de
10mL), em seguida é aplicado o vortex por 2 min para homogeneizar a amostra, logo apds é
adicionado sal (NaCl) e aproximadamente 250 pL do solvente de extracdo. Na sequéncia, a
solucgéo passa por aproximadamente 5 min de vortex seguidos de 5 min no banho ultrassom,
este processo pode ser repetir mais de uma vez, por ultimo a amostra € centrifugada por 30min
e em seguida uma aliquota do sobrenadante € coletada e injetada para analise por cromatografia
(Vincenzo, Avino e Notardonato, 2016).

Micro extracdo em fase solida dispersiva: Uma alternativa a extragcdo em fase solida,
onde uma pequena gquantidade de adsorvente (g ou mg) é adicionada diretamente na amostra,
com a finalidade de capturar os analitos, e em seguida este conjunto € agitado por um curto

periodo e posteriormente o sobrenadante é coletado por um processo de filtracdo e ou
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centrifugacdo, por ultimo os analitos sdo dessorvidos por meio de extracdo com uso de solvente
e analisados.

Este método foi descrito pela primeira vez na literatura por Anastassiades e Lehotay
(2003) utilizado como uma etapa de “cleanup” onde uma aliquota de 1 mL do extrato da
amostra foi adicionado em um vial contendo 25mg de adsorvente e o resultado desta mistura
foi agitado em um vortex de forma a distribuir o adsorvente e facilitar a extracdo, seguido de
uma etapa de filtracdo, desta forma removendo os componentes indesejaveis da matriz.
Segundo estes autores, em uma comparacdo com a extracdo em fase sélida, a extragdo em fase
solida dispersiva apresenta as seguintes vantagens: economia de tempo, trabalho, dinheiro e
solvente; ndo ha necessidade de pré-condicionar os cartuchos; é necessario menor treinamento
e/ou atencdo por parte do analista; e toda a massa do adsorvente interage de forma homogénea
com a amostra (ANASTASSIADE e LEHOTAY, 2003).

Atualmente a micro extracdo em fase solida dispersiva vem sido utilizada como uma
alternativa simples e efetiva tanto para extracdo dos analitos bem como etapa de purificacdo de
amostras em métodos inovadores como: biomonitoramento de ftalatos em leite materno
utilizando residuos agricolas como adsorventes Adenuga et al. (2020), determinacdo de &cido
tereftalico utilizando microextracdo extracdo de fase solida dispersiva magnética Hamidi e
Nemati (2019); determinacéo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos Nascimento, Rocha e
Andrade (2019); analise de bisfenois em leite condensado e leite materno Tuzimski e
Szubartowski (2019); dentre outras aplicaces (Adenuga et al., 2020; Hamidi e Nemati, 2019;
Nascimento, Rocha e Andrade, 2019; Tuzimski e Szubartowski, 2019).

3. Objetivos

Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinagdo de quatorze interferentes
enddcrinos de diferentes grupos (bisfenol, esteroides, alquilfendis e ftalatos) presentes em

matrizes aquosas, utilizando cromatografia liquida acoplada com espectrémetro de massas.

Obijetivos especificos
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e Desenvolver metodologia para determinacdo dos IEs por cromatografia liquida
ultrarrapida (UFLC);

e Determinar as condi¢fes 6timas para extracdo dos analitos em agua mineral, utilizando
métodos de estatistica multivariada;

e Investigacao dos niveis de concentracdo dos quatorze IEs em amostras de &gua mineral.
4. Parte experimental

4.1 Reagentes, padrdes analiticos e solucbes

Para o preparo de solucbes, padrbes e eluentes foram preparados utilizando agua
ultrapura com resistividade acima de 18,2 MQ cm-1 (Milli-Q-Plus, Millipore, USA) filtrada,
os solventes orgéanicos utilizados, metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) e 2-propanol, foram
de grau HPLC (J. T. Baker, USA).

Os padroes utilizados foram BPA (99 % de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 80-05-
7), E1 (99% de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 53-16-7), E2 (99 % de pureza, Sigma-
Aldrich, USA, CAS 50-28-2), EE2 (99 % grau HPLC, Sigma-Aldrich, USA, CAS 57-63-6), E3
(98% de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 50-27-1), 4-n-OP (99 % grau HPLC, Sigma-
Aldrich, USA, CAS 1806-26-4 ), 4-t-OP (99 % de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS140-66-
9), 4-n-NP (99% de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 104-40-5), DMP (99,9 % de pureza,
Sigma-Aldrich , USA, CAS 131-11-3), DEP (99,9% de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 84-
66-2), BBP (96,5 % de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 85-68-7), DBP (99,9 % de pureza,
Sigma-Aldrich, USA, CAS 84-74-2), DnOP (99,4 % de pureza, Sigma-Aldrich, USA,CAS 117-
84-0) e DEHP (99,6 % de pureza, Sigma-Aldrich, USA, CAS 117-81-7).

As solugbes estoque de cada um destes padrdes listados acima foram preparadas na
concentragéo de 1mg mL1(1000 mg L) em metanol e armazenadas sobre refrigeracdo, em um
frasco ambar, durante o periodo de analise sem demonstrar alteracdes.

Para o preparo das solu¢des individuais e o mix de padrdes, foram realizadas sucessivas
diluicdes a partir da solucdo estoque. A quantificacdo foi realizada pelo método da curva de
calibracdo externa, em até 9 niveis de concentracdo por injecdo direta e por meio do
procedimento de extragédo. Para injecdo direta dos analitos BPA, E1 E2, EE2, E3, 4-n-OP, 4-t-
OP e 4-n-NP os niveis foram de 3 a 100 pg L, e para os ftalatos DMP, DBP, DEP, BBP,
DEHP, DnOP os niveis foram 50 a 500 pg L, onde o limite inferior foi escolhido a partir do
menor sinal possivel de se distinguir do branco. Por outro lado, os niveis de concentragdo para
curva de calibragdo realizado o procedimento de extracdo variou de 50 a 500 ng L™ para BPA,
E1 E2, EE2, E3, 4-n-OP, 4-t-OP e 4-n-NP e variaram de 500 a 5000 ng L™* para os ftalatos.
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Aquisicdo de amostra

No intuito de avaliar a metodologia proposta foram adquiridas 10 amostras de agua
mineral de trés diferentes marcas popular, 4 da marca A, 4 da marca B e 2 da marca C, vendidas
no mercado local na cidade de Salvador, em embalagens plasticas de volume de 500mL nao

refrigeradas e dentro do prazo de validade, adquiridas entre outubro e dezembro de 2019.

Procedimento de extracéo

Utilizou-se como base para o desenvolvimento da metodologia de extragdo o aparato
desenvolvido por Nascimento et al., 2019 (Nascimento, Rocha e Andrade, 2019). Em seu
trabalho Nascimento obteve éxito aplicando o processo, de microextracao sélido liquido
dispersiva desenvolvido, para compostos policiclicos aromaticos. Neste trabalho foi utilizado
um dispositivo customizado completamente feito de vidro, com o objetivo de evitar possiveis
formas de contaminacdo ao entrar em contato com material plastico. As dimensdes do
dispositivo de extracdo estdo exibidas na figura 8, que consiste em um tubo cilindrico de
dimensdo 150x20 mm com uma ponta de 45x9 mm em uma das extremidades e uma tampa na

extremidade oposta.

| 45mm

20mm
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Figura 7 Dimensdes do dispositivo customizado de extra¢do desenvolvido para este trabalho, tubo
cilindrico de dimenséGo 150x20 mm com uma ponta de 45x9 mm em uma das extremidades e uma

tampa na extremidade oposta.

Partindo dos mesmos principios, objetivando obter ganhos em termos de figuras analiticas,
avaliou-se uma estratégia de extracdo que permite a interacdo mais dindmica entre o adsorvente
e a amostra. Empregou-se uma adaptacdo da metodologia desenvolvida anteriormente para

outros contaminantes emergentes (HPAs e pesticidas), aplicando-se para os IEs, onde foram
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otimizados os parametros tipo do adsorvente, massa do adsorvente, massa de sal, tempo de
agitacdo e tempo de extracdo. A figura 8 apresenta um diagrama demonstrando o procedimento
de extracdo, observando-se que os parametros exibidos ja foram otimizados. A respeito da
natureza do adsorvente foram testados os adsorventes C18 (Phenomenex), HLB® (OASIS),
Florisil® (Sigma-Aldrich), Tenax (Alltech Associates inc.), Cromosorb Johns-Manville,
separadamente, individualmente, e em seguida proporcbes diferentes da mistura dos

adsorventes elencados como melhores resultados segundo o desempenho avaliado pelo fator de

concentracéo. A figura 8 exibe os adsorventes utilizados respeitando a ordem da esquerda para
direita: C18, HLB, Florisil, Tenax e Cromosorb.

i

>

:
-

T IR0
S A =z

e ";ﬂ‘ ~N
Figura 8 Adsorventes testados para o processo de otimizagdo da extragdo: A(C18), B (HLB), C(Florisil),
D(Tenax) e E(Cromosorb)

O procedimento de extragéo, resultante deste trabalho, consiste em adicionar uma massa
de 80 mg adsorvente no tubo de extracdo, em seguida é adicionado 1 mL do agente dispersante
(2-propanol) e na sequéncia uma aliquota de 100mL da amostra, o tubo entdo é fechado e levado
a agitacdo por 25 min na frequéncia de 1000 rotacdes por minuto. Finalizado a etapa de
agitacdo, adapta-se uma ponteira de 5 mL contendo 20 mg de 1a de vidro, onde sera recolhido
0 adsorvente, na extremidade do tubo contendo a amostra. Em seguida o material € direcionado
a um sistema de filtragdo a vacuo, onde ao término do processo o adsorvente retido na Ia de
vidro é transferido para um micro extrator, com ajuda de um tubo capilar previamente
descontaminado. Adicionalmente s&o inseridos 500 uL de metanol, e logo apds o sistema &
fechado e encaminhado para o banho ultrassom por 6min a temperatura 25 °C, onde deve
ocorrer 0 processo de migragdo dos analitos da adsorvidos na fase solida para o solvente.
Concluido a etapa anterior pressiona-se totalmente a tampa do micro extrator, onde parte da
solucéo e filtrada por um filtro PTFE de 0,22 um e retida em um inserte presente no mesmo,

finalizando desta forma o processo de extracdo exibidos na figura 9.
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12 C18(80mg );
29 2-propanol (1mL);
3° Amostra (100mL);

42 Agitacao
(25min,1000RPM);

59 Filtragdo a vacuo;
62 Recolher adsorvente;

72 Transferéncia;
82 Adicionar500uL
Metanol;

92 Banho ultrassom
por 6min a 25°C;

102 Fitracdo

11°Analise com
UFLC-MS.

Figura 9. Diagrama representativo do processo de extra¢éio em 11 etapas: 1°) adigdo da massa do
adsorvente no tubo de extrag@o;2°) adi¢do do agente dispersante;3°) adi¢do de 100 mL de amostra;4°)
agitacdo por 25 min a 1000 RPM;5° e 6°) Filtragdo do sobrenadante e coleta do adsorvente; 7°)
Transferéncia do adsorvente para micro extrator;8°) Adicdo de 500 ul de metanol;9°) Dessor¢do em
banho ultrassom por 6min;10°) Filtragdo no micro extrator;11°) Andlise no UFLC-MS.
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Instrumentacao

O método foi desenvolvido utilizando um cromatografo liquido ultra-rapido (LC-20AD
Prominence, Shimadzu, Japdo) equipado com duas bombas de alta pressdo (LC-20AD,
Shimadzu, Japdo), degaseificador (DGU-20A3, Prominence, Shimadzu, Japdo), auto-
amostrador (SIL-20A, Prominence, Shimadzu, Japdo), forno de aquecimento da coluna (CTO-
20A, Prominence, Shimadzu, Japdo), detector de arranjos de fotodiodos (SPD-M20A,
Prominence, Shimadzu, Japdo) com espectrometro de massas (LCMS-2020, Prominence,
Shimadzu, Japdo) ligados em série e cromatdgrafo liquido ultra-rapido (LC-20ADxr
Prominence, Shimadzu, Japdo) equipado com duas bombas de alta presséo (LC-20ADxr,
Shimadzu, Japdo), degaseificador (DGU-20A3, Prominence, Shimadzu, Japdo),
autoamostrador (SIL-20Axr, Prominence, Shimadzu, Japao), forno de aquecimento da coluna
(CTO-20A, Prominence, Shimadzu, Japdo), detector de arranjos de fotodiodos (SPD-MZ20A,
Prominence, Shimadzu, Japéo) e detector de fluorescéncia (RF-20A, Prominence, Shimadzu,
Jap&o) ligados em série.A coluna utilizada foi a Shim-pack XR-Phenyl (100 x 2.0 mm, 2.20 pm
de tamanho de particula e 12,5 nm de tamanho de poro). Por Gltimo um instrumento de banho
ultrassonico 4x40W (modelo T760DH, Elma, Alemanha) foi utilizado para limpeza dos
materiais e vidrarias.

As condicOes para separagdo cromatografica tiveram como ponto de partida o trabalho
de Lisboa (Lisboa et al., 2013) na tentativa de obtencéo da separacdo cromatogréafica e analise
no UFLC-DAD-FLD, em conjunto com uma nota de aplicacdo fornecida pela PerkinElmer
(PerkinElmer, 2016) e Shimadzu (Watabe et al., 2012). Lisboa aponta as condicdes e efeitos da
utilizacdo de diferentes eluentes, programacéo de gradiente, vazéo e temperatura da coluna em
um equipamento similar para a obtencdo da separacdo dos analitos E1, E2, EE2, E3, 4tOP,4nOP
e 4NOP. O espectrdmetro de massas com ionizacdo por electrospray (ESI) foi utilizado na
voltagem relativa ao tuning, com modo de ionizacao positivo e negativo, com a temperatura do
DL mantida em 250 °C, temperatura do bloco de aquecimento em 400 °C, gas de secagem na
vazdo de 10 L min! e gas nebulizador na vazéo 2 L min™. As condic@es de ionizacdo e outras
configuracdes do espectrdmetro de massas da nota de aplicacdo da Shimadzu, realizada em um
equipamento com sistema de ionizacdo semelhante, foram utilizadas como ponto de partida do
processo de ionizacgdo para os analitos DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP e DnOP estudados neste
presente trabalho.

A tabela 5 a seguir apresenta as massas e o principal ion formado de cada um dos

compostos investigadas. E possivel observar na tabela que os alquilfenois, BPA e os horménios
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tiveram monitoramento através do modo negativo, pois estes possuem facilidade em perder um
fon H*, logo uma melhor resposta foi obtida quando estes sdo ionizados negativamente.
Enquanto os ftalatos, que ndo apresentam hidrogénio acido, e tem dentre seus como grupos
funcionais carbonilas, capazes de acomodar uma carga de um préton H*, sdo mais facilmente

ionizados na forma catibnica.

Obtencédo das figuras de mérito

Devido a necessidade de avaliar a confiabilidade dos dados obtidos através das medigdes
e experimentos realizados garantindo que o método desenvolvido gere informacdes confiaveis
0s seguintes parametros foram estudados: seletividade, curva analitica e faixa linear, limites de

deteccdo e quantificacdo, precisao e exatidao.

Tabela 5 Analitos e seus ions monitorados

Analito Massa molar M/z
Estriol (E3) 288,38 287 (M)
Bisfenol A (BPA) 228,29 227 (M)
17p-estradiol (E2) 272,38 271 (M)
17a-etinilestradiol (EE2) 296,40 295 (M)
Estrona (E1) 270,37 269 (M)
4-t-octilfenol (4-t-OP) 206,32 205 (M)
4-n-octilfenol (4-n-OP) 206,32 205 (M)
4-n-nonilfenol (4-n-NP) 220,35 219 (M)
Dimetilftalato (DMP) 194,18 195 (M%)
Dietilftalato (DEP) 222,24 223 (MY)
Di-n-butilftalato (DBP) 278,34 279 (MY)
Butilbenzilftalato (BBP) 312,36 313 (MY)
di(2-etilhexil)ftalato 390,56 391 (MY)
(DEHP)

di-n-octilftalato (DnOP) 390,56 391 (M%)

A seletividade do método desenvolvido foi avaliada por meio de comparacao entre uma

matriz isenta de analito e uma matriz fortificada com os padrbes dos analitos. Deste modo a
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auséncia de picos interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo comprova a seletividade
do método. A respeito da curva analitica e faixa linear, estas foram obtidas através da relacao
matematica entre o sinal de area do pico obtidas a partir do preparo de no minimo 5 pontos para
cada um dos analitos, onde foram avaliados os coeficientes de regressdo e correlagéo linear.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), foram calculados baseados nos
parametros obtidos da curva analitica, onde o LD é obtido por um valor equivalente a
3,3x(desvio padréo da resposta/ coeficiente angular da curva) e o limite de quantificagdo se
iguala a 10x(desvio padrdo da resposta/ coeficiente angular da curva). A precisdo do método
desenvolvido foi avaliada em dois niveis diferentes, repetitividade e precisdo intermediaria,
ambas expressas atraves da estimativa do desvio padrdo relativo (RSD). A repetibilidade foi
obtida realizando-se 9 experimentos sobre as mesmas condicOes e a precisdo intermediaria
através da repeticdo de 9 experimentos durante 3 dias consecutivos totalizando 27
experimentos.

O grau de concordancia entre os resultados individuais e um valor de referéncia, ou seja,
a exatiddo foi obtida através dos ensaios de recuperacdo avaliada com adicdo de padrao
(fortificacdo) em trés niveis diferentes de concentracdo. O fator de recuperacao R, foi expresso
em termo de percentagem da quantidade medida dos analitos em relacdo a quantidade

adicionada na fortificacéo.

Controle de qualidade (QA/QC)

Devido aos niveis reduzidos de concentracao das substancias de interesse, em ordem de
até ng L1, adotou-se uma série de procedimentos para minimizar as possiveis contaminagoes
gerada durante todo o procedimento. Os materiais ndo volumétricos para a andlise foram
lavados e sonicados por 20 min em banho usando Extran 10% (Merck, Alemanha) e em seguida
aquecidos em mufla por 4 h a 450°C para descontaminacdo. Os instrumentos, solventes,
reagentes, vidrarias, adsorventes e o branco do método foram avaliados visando verificar a
presenca de algum pico interferente. O branco instrumental do sistema UFLC-MS foi avaliado
através da injecdo do solvente de extragdo na auséncia dos analitos. A avalia¢do da auséncia de
interferentes no método foi avaliada através da analise de uma amostra onde foram realizadas
todas as etapas da extracdo, sem a presenca dos analitos. Nenhum pico interferente foi
encontrado com o mesmo tempo de retencdo que os analitos na avaliacdo do instrumento,

solventes, reagentes e vidrarias.
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Planejamento de experimentos

Conforme citado anteriormente o desenvolvimento do método passou por etapas uni
variadas, na avaliacdo da separacdo cromatografica e escolha do tipo de adsorvente a ser
utilizado, bem como etapas de analise multivariadas para otimizacgao das condigdes de extragéo.
Os parametros a serem otimizados como massa do adsorvente, massa de sal, tempo de agitacao
e tempo de extracdo foram investigados em um processo de triagem a partir de um planejamento
fatorial, onde se elencou os principais fatores que influenciavam o processo, sua significancia
e a interacdo entre estes, o tratamento de dados foi realizado no software Statistica 7.0 para
obtencdo dos modelos matematicos, estimativa dos efeitos. A partir dos resultados do
planejamento fatorial aplicou-se um tratamento de superficie de resposta pelo modelo da matriz
de Doehlert (Doehlert, 1970) com trés variaveis, que permitem avaliar em mais niveis os fatores
considerados mais importantes com um menor nimero de experimentos, obtendo-se entdo 0s

valores 6timos dentro do dominio estabelecido.

Tratamento de dados

O software Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA) foi utilizado para realizar o
tratamento de dados bem como producéo de tabelas, curva analitica, e obtencdo do modelo de
regressdo. Adicionalmente a analise de dados estatisticos foi realizada no software Statistica
7.0 (StatSoft, Tulsa, Ok, USA) onde foram calculados os modelos matematicos para 0 processo
de otimizacdo multivariada. O modelo matematico proposto através da otimizagdo
multivariada, fez-se avaliado em termos de andlise de variancia (ANOVA, p<0,05), a

significancia do modelo matemaético, a falta de ajuste e efeito de cada fator.
5. Resultados e discusséo

Separacdo cromatografica

Foram desenvolvidos dois métodos analiticos onde todas as condi¢fes foram avaliadas
de forma univariada, inicialmente em um cromatégrafo liquido ultrarrpido acoplado em série
a detectores de fluorescéncia e arranjo de diodos (UFLC-FLD-DAD). O ponto de partida foi o
trabalho publicado na Talanta (Lisboa et al., 2013a), onde foi desenvolvido um método simples
para a determinacdo de BPA, alquilfendis, E1, E2, E3 e EE2. Entretanto neste presente trabalho
um grupo adicional de 6 analitos fora adicionado, os ftalatos DMP, DEP, DBP, BBP, DEHP e

DNOP. A segunda metodologia foi desenvolvida em um cromatografo liquido ultrarrapido
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acoplado com espectrémetro de massas (UFLC-MS), tendo como ponto de partida o trabalho
anterior. Aproximadamente 240 programac0es foram escritas e testadas em termos de variagdo
dos pardmetros de separacao e parametros de ionizagao, um breve resumo esta descrito a seguir
partindo do método desenvolvido por outros autores até atingir as condigcdes de separacdo
desenvolvidas neste presente trabalho.

Os autores Lisboa et al. utilizaram um sistema de cromatografia liquida ultrarrapida com
detector de fluorescéncia, uma coluna do tipo Shim-pack XR-ODS C18 (2.0 mm ID x 50 mm),
eluentes agua (A) /acetonitrila (B), comprimento de onda de excitacdo e emissao 280/306 nm,
fluxo 0,120 mL min™, temperatura da coluna 60°C. A programacio de eluentes do trabalho
citado se iniciava na proporcao de 45% do eluente B; passando de 45% para 90% a concentracdo
do eluente B em 3,5min; manteve-se em 90% por 0,5 min; aumentou-se de 90% para 100% em
0,2 min; reduziu-se de 100% para 45% durante 0,3 min; por ultimo manteve-se o eluente B em
45% por 6,5 min. Os resultados, segundo os autores, gerou uma corrida cromatografica de 10
min com os limites de detecgdo variando de 4 a 56 pugL™ na andlise por injec&o direta e desvio
relativo padrdo da area do pico menor que 6,1% nos testes inter-day.

As tentativas de reproduzir as condigdes apresentadas falharam, pois a separacdo dos
analitos ndo ocorreu de forma desejavel tornando dificil distinguir com plena certeza qual dos
picos representava uma dada espeécie (figura 10). Para contornar este problema foram testadas
diversas programac@es de gradientes partindo de concentracfes variando entre 20% a 50%, o
que resultou em deslocamento quase por completo dos picos possiveis de serem identificados;
observou-se que os tempos de retencdo aumentavam conforme reduzia a concentracdo do
eluente B, havendo a necessidade de adequar as mudancas na programacdo de gradiente,

conforme o tempo dos analitos, afim de favorecer a separacao.
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Figura 10 Cromatograma obtido aplicando o método de separagcdo cromatogrdfico de Lisboa et al.

(2013).

Ap0s diversos testes com a variagdo do gradiente de concentracao, fluxo e temperatura

do forno, obteve-se melhor resultado com uma nova programacéo de eluentes customizada. A
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principio a variacdo da temperatura do forno, dentre 40 a 60°C, ndo apresentou efeito
observavel no tempo de retencao ou eficiéncia de separacdo. No entanto, maiores temperaturas
ocasionaram reducdo da pressdo do sistema. O aumento do fluxo da fase mdvel resultara em
corridas mais curtas, entretanto tornava mais dificil a distingcdo entre os picos. O aumento da
concentracdo do gradiente B, observado em testes isocratico (30% a 60% variando de 5 em 5)
e gradiente, levou a menores tempos de retencdo; por outro lado dificultou a separacdo dos
picos; a concentracOes mais altas os picos passavam a co-eluir em um tempo de retengdo mais
curto. Apos diversos testes, variando os parametros apresentados acima, chegou-se a uma
programacdo capaz de possibilitar pela primeira vez a separacdo dos picos, onde a partir da
injecdo individual de cada um dos padr&es os picos foram identificados em um tempo total de
corrida de 13min, resultando no cromatograma é exibido na figura 11.

A seguinte programagao apresentou melhores resultados: iniciando em 37% do eluente
B por 1min; aumentando-se de 37% para 60% durante 1,8min; passando de 60% para 65%
durante 1,2min; em seguida mantendo-se em 65% por 3min; reduzindo de 65% para 37% em

0,5min; mantendo 37% por 2,5min.
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Figura 11 Cromatograma em FLD para os hormoénios e alquilfendis obtidos apds mudangas na
programacdo de eluentes.

O ponto de partida para a analise dos ftalatos foi a tese de Souza (Souza, 2015). Este
desenvolveu dois métodos para analises cromatogréaficas. O primeiro método permitira separar
e analisar os alquilfendis e ftalatos e o sequndo método horménios e BPA. Ambos os métodos
utilizando a coluna Shim-pack XR-ODS (2 mm x 150 mm, 2,2 um), equipamento UFLC-DAD-
FLD e eluentes (adgua/acetonitrila). Para a deteccdo dos alquilfenois, BPA e hormdnios 0s
comprimentos de onda de emissdo e excitacdo monitorados foram 280 e 306 nm, enquanto para
os ftalatos o comprimento de onda utilizado foi 254 nm.

N&o se obteve éxito ao tentar adaptar o método proposto por Souza (2015) para analise
dos ftalatos (figura 12), pois ndo se encontrava disponivel uma coluna cromatografica com
exatamente as mesmas especificacfes e adicionalmente acredita-se que o cromatografo

disponivel ndo se encontrava nas mesmas condi¢des que o trabalho citado. Logo testou-se
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utilizar uma coluna do tipo Shimp-pack XR-ODS (100 mm x 2.0 mm, 2,2 um) ¢ em um segundo
momento a coluna Shim-pack XR- Phenyl (100 x 2.0 mm, 2.20 um). Esta Gltima apresenta
polaridade média aplicada principalmente para compostos arométicos funcionalizados e
hidrocarbonetos aromaticos, que resultou em melhor separagdo dos picos. Utilizando a coluna
Phenyl e uma nova programacao de gradientes foi possivel identificar quatro dos seis picos
partindo da metodologia similar a proposta ja realizada; logo, a partir deste ponto foram
realizados testes para obtencdo das condicOes da separacdo e identificacdo dos demais ftalatos
figura 13.

mAU
254nm4nm (1.00)

204
154

10+

R .

-104

By B e e e R
0.0 10 20 30 40 50 6.0 70 80 9.0 100 110 min

Figura 12 Aplicacdo da separacGo cromatogrdfica dos Ftalatos no UFLC-DAD-FLD seguindo
metodologia de Souza (2015).
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Figura 13 Separagdo cromatogrdfica obtida utilizando a coluna Shim-pack XR- Phenyl (100 x 2.0 mm,

2.20 um) com injecéo de padréo dos ftalatos 2 mg L.

Apbs os devidos cuidados, obteve-se dois métodos aparentemente eficientes para
determinacdo destas espécies: 0 primeiro para 0s horménios esteroidais e alquilfendis e um
segundo método para os ftalatos. N&o obstante, buscou-se mesclar as condi¢Ges destas

programac6es com a finalidade de obter uma Unica corrida que mantivesse a eficiéncia de
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separacdo. A separacgdo entdo foi otimizada em termos das seguintes variaveis instrumentais:
programacdo de eluentes, temperatura do forno e vazdo. Por fim obteve-se um método de
separagdo em uma Unica corrida utilizando um UFLC-FLD-DAD cujo resultado final da
separagdo, esta exibido na figura 15.

A seguinte programacao apresentou melhores resultados: iniciando em 30% do eluente
B (acetonitrila) aumentando até 48% em 7,6min, em seguida mantendo-se em 48% por 1,6min,
apos este intervalo a concentragdo de B aumentou até atingir 75% no intervalo de 2,8min,
subindo de forma mais lenta até atingir 82% durante 2min, retornando a 30% em 0,6min e

mantendo-se por 1,8min.
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Figura 14 Resultado final da separagdo cromatogrdfica realizada no UFLC-DAD-FLD.

Em seguida, fora utilizado um cromatégrafo liquido ultrarrapido acoplado a um
espectrometro de massas (UFLC-MS) de marca e modelo similar, onde a coluna
cromatografica, Shim-pack XR- Phenyl (100 x 2.0 mm, 2.20 pum), foi transferida de um
equipamento para 0 outro, e assim manteve-se até a finalizacdo deste trabalho. Neste caso, 0
ponto de partida foram as notas de aplicacdo da PerkinEImer em 2016 em um instrumento com
sistema de ionizacg&o similar, condigdes estas tais como temperatura do DL, 250°C, aquecedor
de bloco a 400C°, vazdo do gas nebulizador a 2 L min™ e gas de secagem a 10 L min. No

entanto, na transferéncia do metodo de um equipamento para o outro percebeu-se que houve
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perda na eficiéncia da separacdo dos isomeros DEHP e DnOP (m/z 391), resolvidos com a
mudanca na programacéo de gradientes, resultando na programacéo descrita a seguir.

A programacdo de eluentes se iniciou em 30% do gradiente B, aumentando até atingir
o0 valor de 48% em 5min, seguido de uma variagdo mais répida até atingir 80% em 5min e em
seguida 95% em um intervalo de 3min, retomando as condigdes iniciais em 2min e
acrescentando mais 1min de repouso. Os ions foram monitorados no modo SIM positivo em 4

janelas de tempo, descritas na tabela 6. O cromatograma resultante é exibido na figura 15.

Tabela 6 Segmentos e jons monitorados no modo SIM

Segmento Modo de Ton monitorado(s) Analito(s)
monitoramento
3 a4,5min SIM (+) 195 DMP
4,5 a 6min SIM (+) 223 DEP
7,5a8,5min SIM (+) 279, 313 DBP, BBP
11,5a12,5min SIM (+) 391 DEHP, DnOP
350000 7195 :00(+) 223.00(+) %%Zg.gggg 391.00(+)
300000
250000;
200000
150000 ]
lOOOOO;
50000 ]
OQ
3.0 40 50 60 70 80 9.0 10.0 11.0 " min

Figura 15 Cromatograma (modo SIM+) obtldo dos Ftalatos .DMP (3,85min), DEP (5,40min),
DBP(8,22min), BBP (8,07min), DEHP (11,9min) e DnOP(12,07min).

Em seguida buscou-se adicionar os hormonios, alquilfendis e BPA a programacao
desenvolvida no UFLC-MS, surgiu entdo a necessidade de ajustes na programacéo, onde alguns
segmentos foram divididos em eventos positivos e negativos simultaneamente. Por fim, a
programacéo de eluentes foi modificada, aumentando-se a concentragéo inicial do eluente B
afim de obter uma corrida mais curta, mas sem perder a eficiéncia da separacdo chegando a
programacéo descrita a seguir:

A programacdo de eluentes se inicia em 45% do gradiente B, passa de 45% para 91%
em 11min, retorna a 45% no intervalo de 1 min onde se mantem por mais 3 minutos, totalizando

15minutos de corrida, sendo que os 3 min finais s&o necessarios para reestabelecer as condi¢des
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iniciais e estabilizar o sistema. Os eventos, segmentos e ions monitorados para cada um dos

analito esta descrito na tabela 7.

Tabela 7 Segmentos e ions monitorados no modo SIM com os 14 analitos

Segmento Evento Modo de Ton monitorado Analito(s)
monitoramento

1,3 a 2min Unico SIM(-) 287 E3

2 a4min Evento 1 SIM(-) 227, 271, 295, BPA, E2, EE2,
269 El

2 a4min Evento 2 SIM(+) 195, 223 DMP, DEP

5,5 a 8,5min Evento 1 SIM(-) 205, 219 4-t-OP, 4-n-OP,

4-NP
5,5 a 8,5min Evento 2 SIM(+) 279, 313 DBP, BBP
10,5 a 12min Unico SIM(+) 391 DEHP, DnOP

Procedimento de extracao

O procedimento de extracdo dos analitos foi realizado utilizando um dispositivo
customizado, de vidro, aplicando o principio da micro extracdo em fase solida dispersiva,
conforme Nascimento (Nascimento, Rocha e Andrade, 2019), como uma alternativa a extracdo
de contaminantes orgéanicos ,com alta eficiéncia e utilizagdo menor volume de amostra, que
permite uma interacdo mais dinamica entre os analitos e o adsorvente frente a aplicacdo do
procedimento de extracdo em fase sélida utilizando o adsorvente imobilizado em um cartucho.
Uma outra vantagem na customizacéo do dispositivo € a possibilidade de evitar o contato com
plastico e outros materiais que poderiam vim a contaminar as amostras.

Neste procedimento uma massa definida de adsorvente € inserida em um cilindro de
tubo de vidro, em seguida é adicionado 1mL do agente dispersante, que promove maior
interacdo entre o adsorvente e solugdo; logo ap6s uma aliquota da amostra € transferida para o
tubo, em seguida uma massa de sal (NaCl) é inserida e na sequencia o sistema € vedado e sujeito
a um uma vigorosa agitacdo por um vortex (1000rpm) por um tempo determinado. Ao final da
agitacdo, abre-se a extremidade menor do tubo, onde é adaptado uma ponteira contendo 13 de
vidro e a amostra segue para o processo de filtracdo a vacuo, na etapa seguinte transfere-se o
adsorvente para um micro extrator onde € adicionado 500uL do solvente de extragdo (metanol)
gue é levado para banho ultrassom, transferindo os analitos do adsorvente para o solvente de
extracdo, e posteriormente é injetado no cromatdgrafo.

Para garantir maior desempenho e emprego deste procedimento, se tornou necessario
otimizar diversos parametros envolvidos como: tipo de adsorvente, massa do adsorvente, tempo

de agitacdo, massa de sal, tempo de agitacdo, tempo de extracdo e volume da amostra. Devido
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a limitagdo do nimero de unidades do tubo, tempo de preparacao e execugédo a otimizacao foi
dividida em etapas onde os grupos de experimentos pudessem ser realizados em um mesmo dia
dispondo das mesmas condigdes. Na primeira etapa ocorreu a avaliagdo do tipo do adsorvente,
dentre os disponiveis, em condic¢Ges pré-definidas, utilizou-se 100mg do adsorvente, 0,59 de
NaCl, agitacdo em vortex por 30min, extracdo em ultrassom 20min e uma solucdo estoque
contendo os analitos com a concentragdo de 10ugL™ para os ftalatos e 5 pgL™ para os demais.
As areas de integracdo dos sinais foram traduzidas em concentracdo a partir da aplicacdo de
uma curva de calibragéo por injecdo direta, e entdo foi calculado o fator de concentracdo para
cada um dos adsorventes e realizado uma comparacao por normalizagéo, os resultados estdo
descritos na tabela 8, avaliados a partir do valor total que representa a soma dos resultados para
0s 14 analitos.

Tabela 8 Resultados da comparac&o entre os tipos de adsorvente

Analito C18 HLB Cromosorb  Tenax Florisil
E3 1,00 0,41 0,00 0,00 0,28
BPA 1,00 0,18 0,00 0,30 0,04
E2 1,00 0,16 0,00 0,55 0,63
EE2 1,00 0,12 0,00 0,55 0,48
El 1,00 0,06 0,00 0,45 0,70
4-t-OP 0,85 0,10 0,11 1,00 0,38
4-n-OP 0,78 0,03 0,53 1,00 0,71
4-n-NP 0,82 0,01 0,85 1,00 0,81
DMP 0,48 0,00 0,00 0,14 1,00
DEP 1,00 0,35 0,00 0,48 0,22
DBP 1,00 0,00 0,45 0,85 0,58
BBP 1,00 0,00 0,42 0,64 0,64
DEHP 0,19 0,00 1,00 0,11 0,22
DNOP 0,19 0,00 1,00 0,11 0,22
Total 11,30 1,42 4,36 7,19 6,93

O fator de concentra¢do foi calculado dividindo a concentracdo encontrada apos a
extragdo pela concentragdo inicial da solugdo. Dentre os adsorventes avaliados nesta etapa o
C18 apresentou melhor resultado para 8 dos 14 analitos e resultado préximo ao melhor para 3
outros analitos. O HLB apresentou desempenho baixo, o Cromosorb teve bom resultado para 2
ftalatos, entretanto ndo apresentou resultado satisfatorio para as outras espécies, o Tenax

apresentou bom resultado para os 3 alquilfendis e o Florisil apresentou melhor resultado para o
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dimetilftalato. Em seguida optou-se por testar a mistura binaria dos adsorventes C18 e
Cromosorb nas proporgdes 25:75, 50:50, 75:25, afim de avaliar possivel melhora no
desempenho da extracdo para os ftalatos DNOP e DEHP, os resultados podem ser observados
na tabela 9.

Tabela 9 Resultados para mistura binaria C18 e Cromosorb

Analito C18 75:25 50:50:00 25:75 Cromosorb
E3 1,00 0,60 0,28 0,26 0,00
BPA 1,00 0,91 0,42 0,50 0,00
E2 0,81 1,00 0,45 0,61 0,00
EE2 0,94 1,00 0,51 0,69 0,00
El 0,74 1,00 0,43 0,50 0,00
4-t-OP 0,88 0,98 0,74 1,00 012
4-n-OP 0,71 0,84 0,72 1,00 048
4-n-NP 0,77 0,79 0,72 1,00 0,80
DMP 1,00 0,79 0,00 0,00 0,00
DEP 1,00 0,57 0,55 0,61 0,00
DBP 1,00 0,47 0,52 056 0,45
BBP 1,00 0,59 0,64 0,68 0,42
DEHP 0,19 0,46 0,63 0,98 1,00
DNOP 0,19 0,37 0,63 1,00 1,00
Total 11,22 10,37 7,25 9,39 4,27

A mistura dos adsorventes resultou no aumento do sinal para os dois ftalatos assim como
esperado, no entanto ocorreu a reducdo do sinal para outros seis analitos, logo néo visto como
vantagem utilizar a mistura destes adsorventes e se seguiu utilizando o C18 puro como
adsorvente a partir deste ponto.

O proximo passo foi avaliar o efeito das condicdes da extracdo através de um
planejamento fatorial fracionado do tipo 2%, onde os fatores escolhidos como variaveis
independentes foram massa do adsorvente, massa de sal, tempo de agitacao, tempo de dessor¢éo
e um modelo de resposta multipla foi adotado como variavel dependente ou resposta.

Levando em consideracdo a quantidade de respostas individuais obtidas para cada um
dos analitos e a necessidade em realizar uma extracdo simultanea e eficiente, adotou-se o
modelo de resposta multipla (RM) apresentado por Santos et al. (Santos et al., 2009), de acordo

com a equacéo (1):

RM= [R(X1)/LS(X1) + R(X2)/LS(X2) +... R (Xn)/LS(Xn)] (eq.1)
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onde R(Xn) é o sinal analitico para um composto em um experimento particular e LS(Xn) é o
maior sinal obtido dentre todos os experimentos para um dado composto. A significancia
estatistica de cada um dos fatores e a interacdo entre eles foram avaliados aplicando a anélise

de variancia (ANOVA) utilizando do software Statistica.

Tabela 10 Planejamento fatorial 2K

Experimento  Massa Massa Tempo de Tempo de Resposta

adsorvente  NaCl (g) agitacao dessorcdo  multipla

(mg) (min) (min)
1 80 (-1) 0,0 (-1) 10 (-1) 10 (-1) 10,9
2 120 (+1) 0,0 (-1) 10 (-1) 20 (+1) 8,80
3 80 (-1) 1,0 (+1) 10 (-1) 20 (+1) 7,32
4 120 (+1) 1,0 (+1) 10 (-1) 10 (-1) 9,50
5 80 (-1) 0,0 (-1) 20 (+1) 20 (+1) 10,4
6 120 (+1) 0,0 (-1) 20 (+1) 10 (-1) 12,2
7 80 (-1) 1,0(+1) 20 (+1) 10 (-1) 142
8 120 (+1)  10(+1) 20 (+1) 20 (+1) 8,09
9 100 (0) 0,5 (0) 15 (0) 15 (0) 11,2
10 100 (0) 0,5 (0) 15 (0) 15 (0) 10,4
11 100 (0) 0,5 (0) 15 (0) 15 (0) 10,5

Interpretando o grafico de Pareto, resultado do planejamento fatorial figura 16, utilizado
como processo de triagem, foi observado que o tempo de dessor¢do possui maior efeito
significativo (em modulo) dentre os fatores estudados, no entanto o efeito negativo sugere uma
diminuicdo do tempo de dessorcdo, ou seja, 0 dentro do intervalo estabelecido a resposta
diminui com o aumento do tempo. A diminui¢do da resposta com aumento do tempo de
dessorcdo deve ocorrer devido a adsor¢do dos analitos no C18, concluindo que é necessario
trabalhar em um dominio experimental com tempo de dessor¢do mais curto, adotou-se entéo
um intervalo dentre 5 a 10min para préxima etapa.

O tempo de agitagéo apresentou efeito significativo e positivo, indicando que o aumento
do tempo de agitacdo proporciona melhor resposta, ou seja, quando maior o periodo de contato
entre a solugéo e o adsorvente disperso maior serd quantidade de analito sera adsorvida, logo
ampliou-se o intervalo de tempo do dominio experimental para proxima etapa de estudo, antes

de 10 a 20min para 20 a 40min.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RM
2**(4-1) design; MS Pure Error=,1803386
DV: RM

T —— ///////// / 4,46984

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 16 Gréafico de Pareto obtido no Statistica 7.0 para o planejamento fatorial

A massa do adsorvente apresentou efeito significante e negativo, indicando que o sinal
analitico diminui com o aumento da massa. Apesar de se esperar que com uma maior massa de
adsorvente fosse ser possivel capturar uma maior quantidade de analitos, temos que levar em
consideragdo neste ponto que o volume de solvente utilizado na extragdo dos analitos do
adsorvente é constante devido a capacidade do micro extrator (500uL), alterando a proporcao
entre a massa de adsorvente e o0 volume de solvente de extragdo, no entanto este comportamento
necessita de outros procedimentos para ser comprovado. Logo, utilizou-se um dominio
experimental entre 40 a 80mg de adsorvente na proxima etapa de otimizacao.

A massa de NaCl adicionada apresentou resultado insignificante, logo é de se presumir
que o efeito salting-out ndo contribui com 0 aumento da resposta, ndo favorecendo 0 processo
de migracédo dos analitos para o adsorvente, logo ndo sera mais utilizado a partir deste ponto.

A respeito das interacOes entre fatores, a interacdo entre a massa do adsorvente e tempo
de agitacdo apresentou um efeito sinérgico negativo e significante, demonstrando diminuir a
massa de adsorvente e 0 tempo de dessorcdo favorece o processo de extragcdo. As demais
interacdes entre os fatores foram insignificantes. Na figura 13 é possivel observar a correlacéo

dentre os valores obtidos experimentalmente e 0 modelo matematico desenvolvido, nesta etapa
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0 ajuste do modelo resultante foi maior que 0,95 e o coeficiente de correlacdo linear maior que
0,98 o indicativo de um 6timo ajuste.

De acordo com os resultados obtidos no procedimento de triagem foram eliminados 0s
fatores que ndo tiveram efeitos significativos e ajustado o dominio experimental para os fatores
significativos objetivando obter os pontos criticos, de maior desempenho, para 0 processo de
extracao a partir da aplicacdo da aplicacdo do planejamento de Doehlert apresentado na tabela

11.

Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=,1803386
DV: RM

Predicted Values

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Observed Values
Figura 17 Avaliacdo do ajuste do modelo Valores observados vs Preditos, Ajuste 0,95273;
R2=0,98582; erro puro= 0,18033386.

Partindo dos resultados obtidos no planejamento experimental optou-se por modificar o
dominio conforme a adequar com as necessidades propostas utilizando o design experimental
da matriz de Doehlert, onde sdo atribuidos niveis diferenciados para cada um dos fatores. Nesta
etapa foram otimizados os fatores tempo de agitagao, tempo de dessorcéo e massa de adsorvente
nesta ordem de prioridade nos niveis respectivamente em 7, 5 e 3 e a resposta maltipla foi
adotada conforme descrito anteriormente.

Os resultados obtidos foram avaliados no programa Statistica 7.0 e a equagao 2 descreve
0 modelo obtido através do dominio experimental utilizado:

RM = 11,8310 (+0,6565) +0,9904 (+0,3128)TD -0,4211(+0,2554)TD2 + 0,4063
(£0,5418)TA -4,7152(+0,7662)TA2 - 0,3555(+x0,5108)MA - 1,3553(+0,6370)MAz +
2,2128(+0,6255)TDxTA — 0,8639(+0,6595) TDxMA — 3,3521(+1,1420) TAXMA (eq.2)
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onde RM é o resultado em resposta multipla, TD se refere ao tempo de dessorcao, TA se traduz

em tempo de agitacdo e MA em massa de adsorvente. O grafico de Pareto na figura 14 indica

que o termo quadréatico do tempo de agitacdo foi a varidvel de maior efeito significativo, seguido

pela interagéo entre tempo de agitagdo e tempo de dessorcao.

Tabela 11 Design experimental da matriz de Doehlert aplicada para trés fatores

Experimento Tempo

dessorgao(min)

de Tempo

Agitacao(min)

de Massa

de Resposta

Adsorvente(mg) multipla

1 7.5 (0) 30 (0) 60 (0) 12,8
2 10 (+1) 30 (0) 60 (0) 11,5
3 8,75 (+0,5) 40 (+0,866) 60 (0) 11,1
4 8,75 (+0,5) 33,34 (+0,289) 80 (+0,817) 10,8
5 5,0 (-1) 30 (0) 60 (0) 10,4
6 6,25 (-0,5) 20 (-0,866) 60 (0) 9,60
7 6,25 (-0,5) 26,66 (-0,289) 40 (-0,817) 9,31
8 8,75 (+0,5) 20 (-0,866) 60 (0) 8,67
9 8,75 (+0,5) 26,66 (-0,289) 40 (-0,817) 11,0
10 6,25 (-0,5) 40 (+0,866) 60 (0) 7,64
11 7.5 (0) 36,66 (+0,577) 40 (-0,817) 11,7
12 6,25 (-0,5) 33,34 (+0,289) 80 (+0,817) 9,36
13 7.5 (0) 23,66 (-0,577) 80 (+0,817) 10,8
14 7.5 (0) 30 (0) 60 (0) 12,2
15 7.5 (0) 30 (0) 60 (0) 11,4
16 7.5 (0) 30 (0) 60 (0) 11,9
17 7.5 (0) 30 (0) 60mg (0) 11,3
18 7.5 (0) 30 (0) 60mg (0) 11,3

Os valores criticos foram calculados a partir da derivagdo do modelo matematico,

resultando nos valores criticos -0,553897, -0,457006 e 0,714478 para os fatores tempo de

dessorcao, tempo de agitacdo e massa de adsorvente respectivamente, que foram traduzidos em

valores reais atraves da equacdo 3 demonstrada a seguir e resumidos na tabela 12.

C =[ (Xi-Pc)/(Vmax-Pc)]K (eq. 3)
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onde C representa o valor codificado, Xi o valor real, Pc o valor do ponto central e K o valor

méaximo codificado.

Tabela 12 Valores otimizados para a extracéo atraves da matriz de Doehlert

Fator Min. Valor critico Max. Observado Valor
Observado Real

Tempo de -1,00000 -0,553897 1,000000 0:06:07
dessorcao

Tempo de -0,86600 -0,457006 0,866000 0:24:43
Agitacédo

Massa de -0,81700 0,714478 0,817000 77,5 mg
Adsorvente

A superficie de resposta obtida do design experimental é ilustrada nas figuras 18. Em
ordem de comprovar os resultados, foram realizados trés experimentos utilizando as condicGes
otimizadas de tempo de dessorcdo, tempo de agitacdo e massa de adsorvente e em seguida
comparou-se com o0s resultados previsto pelo modelo matematico tabela 13, onde o resultado
expresso em média mais intervalo de confianca (12,29 + 1,57) ndo € estatisticamente diferente
do valor previsto de 11,42. Portanto, o resultado encontra-se dentro do valor previsto pelo
modelo e o valor da média indica que possa ser que os resultados reais sejam mais eficientes
até do que o previsto pelo modelo.

A comprovacdo dos resultados da otimizacéo foi realizada de duas formas, a primeira é
comprovar experimentalmente que os valores obtidos nas condigdes ideias conferem com 0s
valores preditos pelo modelo matematico. Substituindo o resultado dos valores criticos para
cada fator na equacdo 2, obtemos resultado predito no valor de 11,42. O resultado obtido
experimentalmente nas condi¢bes otimizadas, exibidos na tabela 13, quando expressos em
média seguidos do intervalo de confianca (95%) pode ser expresso como 12,2 + 1,57 e este
valor representado, dentro da faixa de confianca, néo € estatisticamente diferente de 11,42, logo

o resultado obtido experimentalmente confere com o resultado teérico.
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Massa Adsorvente

Fitted Surface; Variable: RM
3 factors, 1 Blodks, 18 Runs; MS Pure Emor=,3912585
DV: RM

Tempo Agitagcao

-12 10 08 08 04 .2 O. 0. 04 08 08 1,0 ,2- <8
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Fitted Surface; Variable: RV
3 factors, 1 Blodks, 18 Runs; MS Pure Emor=,3913585
DV: RM
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Figura 18 Diagrama e superficie de resposta resultante da otimizacdo pela matriz de Doehlert. os
pontos em branco representam cada experimento realizado, o gradiente de cor representa melhor
resultado ( em resposta multipla-RM) conforme a tonalidade em vermelho escurece e os valores estdo
apresentados de forma codificada, as varidveis estudadas foram massa de adsorvente (MA), tempo de

agitagdo (TA) e tempo de dessorgdo (TD).

Tabela 13. Comprovacao dos resultados da otimizacéo

Comprovacao Tempo de Tempo de

desor¢ao agitacio
Experimento 1 -0,553897 -0,457006
Experimento 2 -0,553897 -0,457006
Experimento 3 -0,553897 -0,457006

Massa de Resposta
adsorvente multipla
0,714478 12,34505052
0,714478 11,64346593
0,714478 12,90379124

A segunda forma de comprovagéao dos resultados da otimizacéo é através da anélise de

variancia (ANOVA), tabela 14, onde a razdo entre a soma quadréatica de cada fonte de variagdo
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por seu respectivo nimero de graus de liberdade fornece o valor da média quadratica, e
dividindo a média quadratica da regressdo do modelo pela média quadratica do residuo obtém-
se a razdo entre as duas variancias podendo ser comparadas através do teste F (distribuicdo de
Fisher) chegando o valor de F calculado. A comparacdo dentre o valor de F calculado e 0 F
critico afirma a significancia do modelo, onde 0 modelo é dito como significativo se o valor de
F calculado for maior que o valor de F critico. De forma analoga a verificacdo de falta de ajuste
pode ser feita comparado o F calculado para falta de ajuste com o F critico, onde um F calculado
menor que o F critico significa que a falta de ajuste ndo € significativa. Logo podemos afirmar

gue o modelo matematico desenvolvido € significativo e a falta de ajuste € insignificativa.

Tabela 14 Analise de variancia (ANOVA, p < 0,05) do modelo matematico ajustado

Soma Graus de Média F(calculado) F(critico)
guadratica  liberdade guadratica
Modelo 30,93037 9 3,4367 9,6672 3,3880
Residual 2,84470 8 0,3555
Falta de 0,88790 3 0,0986 1,2592 5,4090
ajuste
Erropuro  1,95679 3 0,0783
Validacdo

A validacédo fornece evidencias objetivas por meio de ensaios experimentais, de forma
a confirmar que os requisitos para o que o uso ou aplicagdo de uma metodologia estejam
atendidos, assegurando a qualidade dos experimentos realizados com confiabilidade. Existem
diferentes procedimentos e ou pré-requisitos para assegurar veracidade dos dados obtidos que
podem variar a depender do objetivo do trabalho. Neste presente documento, o sistema de
validacdo aplicado foi o conhecido como validacdo no laboratério (“in house validation™)
objetivando o desenvolvimento de uma metodologia avaliando as caracteristicas mais basicas
de desempenho, satisfazendo os itens: seletividade, linearidade, precisao, exatidao, faixa linear,
limite de deteccédo e limite de quantificagdo (Aragdo, N.; Veloso e Andrade, 2009; Ribani,
M.;Bottoli, C; Collins, C. H.; Jardim, I.; Melo, 2004).
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Seletividade

A seletividade pode ser entendida como a capacidade de identificar ou quantificar uma
espécie de interesse de forma inequivoca frente a componentes presentes na amostra, segundo
a IUPAC (Thompson, Ellison e Wood, 2002), por este principio a seletividade é considerada
boa quando os resultados de interferéncia possam ser ignorados. Uma das formas mais comuns
de se obter a seletividade em um método cromatografico € verificar se existem picos de
interferentes com tempos de retencdo préximos aos picos do analitos ao comparar um
cromatograma de uma amostra “branca” (auséncia de analitos) com uma amostra enriquecida
com o padrdo dos analitos. Na figura 20 encontra-se os cromatogramas: A) amostra fortificada,
B) branco, C) injecdo direta dos padrdes. Onde € possivel perceber de forma nitida a diferenca

entre os cromatogramas e a clareza nos picos identificados.

Ao comparar o cromatograma da amostra “branca”, de uma marca de 4gua mineral onde
ndo foram encontrados nenhum dos 14 analitos, com a amostra fortificada, é possivel concluir
que a auséncia de picos com tempo de retencdo préximos aos dos analitos, e mesmo quando
existem alguns picos no cromatograma estes ndo interferem na identificagéo dos analitos. Sendo
assim, o método proposto pode ser considerado como seletivo na determinacdo destas

substancias.
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Figura 19 Comparacdo dos cromatogramas: A) amostra fortificada 500ngL™* dos horménios,
alquilfendis, BPA e 5000ngL™ dos ftalatos. B) amostra "branco”, C) inje¢éo direta da mistura
contendo os 14 padrfes em metanol
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Curva analitica e faixa linear

A linearidade ou faixa linear impde os intervalos limites (minimo e maximo) no qual
um determinado método tém a capacidade de fornecer resultados que podem relacionar
diretamente os sinais medidos com a concentracdo dos analitos. A relagéo entre o sinal medido
e a concentracao da espécie de interesse é determinada empiricamente a partir da construcéo de
uma curva analitica, resultando em uma equacdo matematica capaz de estabelecer esta relagéo.
A curva analitica foi obtida a partir da calibracéo externa, utilizando o procedimento de extracédo
desenvolvido, com o minimo de 5 pontos onde a concentragio dos analitos variam de 50 ngL*t
a 5000 ngL™! em agua ultrapura.

Utilizou-se o modelo matematico de regressdo linear para estimar os coeficientes da
curva analitica a partir do conjunto de dados obtidos experimentalmente. Obteve-se a fungédo
da curva do tipo y = ax+ b, onde “y” ¢ o sinal medido, “a” coeficiente angular ou inclinagdo da
reta, “b” coeficiente linear e “R?” a linearidade do modelo. A tabela 13 demostra os resultados
que representam a linearidade do método desenvolvido.

Tabela 15 Dados obtidos da curva analitica

Composto TR (min) m/z E.Q. da Curva Faixa de trabalho | R?
Estriol 1.648 287 y =652,99x + 1452,5  31-500 ng L* 0,9943
BPA 2.615 227 y =309,59x - 3483,7  21-500ng L* 0,9969
17p-estradiol = 2.929 271 y =159,17x + 12767 85-500 ng L* 0,9724
17a- 3.269 295 y=116,28x + 945,91 | 45-500 ng L* 0,9861
etinilestradiol

Estrona 3.569 269 y = 246,89x + 38184 50-500 ng L* 0,9904
4-t-OP 5.978 205 y =538,17x - 2702,3 21-500 ng Lt 0,9963
4-n-OP 6.841 205 y =270,03x - 1570,1 29-500 ng Lt 0,9953
4-n-NP 7.564 219 y =330,13x + 2214,8 | 31-500 ng L* 0,9946
DMP 2.338 195 y =3127x +2122,1 800-5000 ng L* 0,9745
DEP 3.479 223 y = 40561x + 20342 210-5000 ng L* 0,9972
DBP 6.609 279 y = 24872x + 91689 870-5000 ng L™ 0,9759
BBP 6.707 313 y = 140324x + 2862,1  270-5000 ng L™ 0,9953
DEHP 10.899 391 y =2930,4x + 195,67  240-5000 ng L 0,9941
DNOP 11.092 391 y = 1505,3x + 902,33  480-5000 ng L* 0,9865

A faixa de trabalho para os horménios, alquilfendis e BPA variou de 21 a 500 ng L™,
enquanto para os ftalatos este intervalo foi de 210 a 5000ngL* concentragGes comparativamente
10 vezes maiores que 0s demais, no entanto justificado pela maior dificuldade de ionizacéo

deste grupo de substancias.
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A linearidade do método desenvolvido foi avaliada a partir do coeficiente de correlacdo
linear, onde os resultados variaram de 0,9724 a 0,9972, sendo considerado valores proximos ou
maiores que 0,99 indicam um ajuste ideal dos dados ou niveis satisfatorios, levando em
consideragdo a baixa concentragdo dos analitos (ngL™) e a realizagdo do procedimento de

extracéo.

Limites de detecgéo e quantificacéo

Concomitantemente a definicdo da faixa de trabalho, € importante conhecer os limites
de deteccgdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método. O LD, segundo a IUPAC, pode ser descrito
como a menor quantidade ou concentracdo de analito em uma amostra, que pode ser distinguida
com seguranca do zero (Thompson, Ellison e Wood, 2002). Neste presente trabalho, o LD €
obtido a partir da curva analitica, onde este se iguala ao valor referente a trés vezes o desvio
padrdo sobre o coeficiente angular da reta, sendo expresso da seguinte forma:

LD =3x(s/S); LQ =10x (s/S)
onde “s” representa o erro padrdo da resposta e “S” € o coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificacdo (LQ) conceitualmente representa a menor concentracao
possivel de ser medida, mediante um determinado procedimento experimental. O limite de
quantificacdo foi calculado a partir da curva analitica, no valor de dez vezes o desvio padrao
sobre o coeficiente angular da reta.

Os resultados para o LD e LQ de cada um dos analitos estdo descritos na tabela 16. O
menor e maior valor para o limite de detecgdo variou entre 21 ng L (BPA e 4-t-OP) e 85 ng L
! para o 17B-estradiol dentre os horménios, alquilfendis e BPA, e dentre 0,21 pg L™ (DEP) e
0,87 ug L (DBP) para os ftalatos. Por outro lado, o limite de quantificagdo variou de 68 ng L
L(BPA) até 284 ng L(17B-estradiol) para o primeiro grupo e variou de 0,69 pg L*(DEP) até
2,9 ug L (DBP).
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Tabela 16 Limites de detecgdo e quantificagdo

ANALITO LQ(ngL- LD(ngL- METODO METODO DE VOLUME REFERENCIA
D) D) DE DETECCAO DE
EXTRACAO AMOSTRA
Estriol 102 31 d-p-SPE? UFLC-MS 100 mL Presente estudo
BPA 68 21 d-p-SPE! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
17p-estradiol 284 85 d-p-SPE! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
17a-etinil 151 45 d-p-SPE! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
estradiol
Estrona 166 50 d-p-SPE?! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
4-t-OP 70 21 d-p-SPE? UFLC-MS 100 mL Presente estudo
4-n-OP 96 29 d-u-SPE?! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
4-n-NP 102 31 d-u-SPE?! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
DMP 2700 800 d-p-SPE! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
DEP 690 210 d-p-SPE?! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
DBP 2900 870 d-p-SPE! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
BBP 890 270 d-p-SPE?! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
DEHP 810 240 d-u-SPE?! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
DNOP 1610 480 d-u-SPE! UFLC-MS 100 mL Presente estudo
DMP, DEP, 2400 700 Online-SPE HPLC-UV 18 mL (Salazar-Beltran et
DBP al., 2017)
E1,E2,EE2, E3, | 0,04-0,56 0,01- SPE HPLC-MS/MS 500 mL (Valcércel et al.,
BPA, 4-N-OP, 0,17 2018)
4-N-NP
BPA 70 30 Injecéo HPLC-MS/MS 100 pL (Chailurkit,
direta Srijaruskul e
Ongphiphadhanakul,
2017)
E2, BPA, 4-n- Né&o 0,0027- SPE HPLC-UV 0L (Chevolleau et al.,
NP, DEHP reportado 18,1 2016)
BPA 42 070 12750 Injecédo HPLC-UV 250 mL (Pradhan et al.,
direta? 2020)
DBP 570 170 HS-SPME 3 GC-MS 20 mL (Cincotta et al.,
2018)
E2, E3 Né&o 0,0003  Receptor LC-Q-TOFMS 10 mL (YYagishita et al.,
informa mimic MIP* 2019)
BPA N&o 1800 150 pL (Uzek et al., 2019)
informa Impressédo Espectrofotémetro
molecular Fluorescéncia
E1l, E2, EE2 0,03 0,01 SPE Espectrofotémetro 1L (Rocha, M. J. et al.,
UV-VIS 2019)
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1 microextracdo em fase sélida dispersiva.

2 concentrou a amostra por evaporagao e ressuspensdo em 100ulL.

3 “Headspace”- microextracdo em fase solida.

4 adsorventes que mimetizam o receptor utilizando polimero com molecular impresso.

Até o presente momento ndo ha na literatura um trabalho utilizando o conjunto de
técnicas similares para a comparacdao direta. No entanto extrapolando a compara¢do com
trabalhos realizados com outros instrumentos podemos observar resultados melhores, em
termos de limite de deteccdo, do que reportado por alguns autores como Pradhan el al. (2020)
que obteve LD de 12 750 ngL"* para o BPA em através da concentragdo de 250mL de amostra
para 100 uL em um HPLC-UV, enquanto neste presente trabalho o LD para o BPA obtido foi
de 21 ngL"t. Contudo, sabe-se que o detector de massas é mais sensivel que o um ultravioleta
(UV), logo era de se esperar obter maior sensibilidade. Por outro lado, obteve-se também
resultados comparaveis aos obtidos por Chailurkit et al. (2017) que utilizando um HPLC-
MS/MS e por injecdo direta atingiu o LD de 30 ngL* para o BPA, neste ponto observa-se que
a metodologia de preparo de amostra desenvolvida neste trabalho permitiu obter-se limites
equivalentes utilizando um instrumento de detecgdo menos sofisticado. Por fim, observou-se
que Chevolleau et al. (2016) utilizando um HPLC-UV obteve LD expressivos para um conjunto
de analitos (E2, BPA, 4-n-NP, DEHP) entre 0,0027 e 18,1 ngL™ pois, o volume de amostra
utilizado de 10L permitiu um fator de concentracdo de 5000 vezes, o0 que justifica os resultados
encontrados.

Portanto, é possivel concluir que a metodologia de analise desenvolvida é sensivel o
suficiente para obter resultados comparaveis com instrumentos mais sofisticados, gracas ao

preparo de amostra.

Precisédo

A precisdo avalia dispersdo dos resultados individuais obtidos dentre réplicas de
experimentos de uma mesma amostra, sua avaliagdo da pode ser inferida a partir da repeticdo
dos resultados individuais sobre condi¢des pré-definidas. Os resultados obtidos a partir das
réplicas em um mesmo dia (intra-day) resulta na repetibilidade dentro das mesmas condigdes
experimentais durante um curto intervalo de tempo, enquanto a repetibilidade em dias
consecutivos (inter-day), expressa a precisdao em um intervalo de tempo intermediario.

Os dados para avaliacdo da precisao foram obtidos a partir dos resultados do tempo de
retencdo e do sinal da &rea de integracdo dos picos pertencentes a cada um dos padrdes na

concentracgdo intermediaria da curva (2,5ugL™ para os ftalatos e 250ngL™ demais analitos,
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executadas em 9 experimentos em triplicata durante trés dias seguidos. Dessa forma, 0s tempos
de retencdo e sinal da area de integracdo foram avaliados em relagdo ao desvio padrao relativo

(RSD), os resultados sdo exibidos na tabela 17.

Tabela 17 Resultados dos testes de precis@o intra e interdia

INTRADIA N=9 INTERDIA N=27
RSD (%) RSD(%)
COMPOSTO m/z TR Area TR Area
E3 287 0,24 6,84 0,27 10,18
BPA 227 0,34 2,85 0,38 15,84
E2 271 0,64 668 091 16,39
E2 295 0,52 4,42 0,52 17,53
E1 269 0,39 6,86 0,45 16,82
4-t-OP 205 0,30 582 0,31 11,30
4-n-OP 205 0,13 738 0,18 10,32
4-n-NP 219 0,11 828 0,17 11,73
DMP 195 083 17,31 1,50 22,17
DEP 223 0,38 13,49 0,48 21,53
DBP 279 1,32 9,78 0,92 14,48
BBP 313 0,15 7,42 0,50 14,16
DEHP 391 0,19 13,555 0,18 24,60
DNOP 391 0,16 17,60 0,20 28,08

Os resultados em percentagem obtidos em termos de RSD para o tempo de retencao
variaram entre 0,11 a 1,32% nos testes intradia e dentre 0,17 a 1,50% no teste interdia, onde 0s
desvios abaixo de 2% s&o reportados satisfatorios, de acordo com Thompson et al (2002). Com
relacdo ao desvio padréo relativo obtido pela area do pico, as variacdes foram de 2,85 a 17,6%
no teste intradia e de 10,18 a 28,08% sendo que o DNOP e DEHP foram os compostos que
apresentaram maior dispersédo, no entanto os valores de RSD se mantiveram abaixo dos 30%
como sugerido pela IUPAC (Thompson, Ellison e Wood, 2002), logo podemos concluir que a

metodologia desenvolvida é precisa.
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Exatiddo

A exatiddo de um método analitico é medida através da coincidéncia entre os resultados
individuais para um dado método frente a um valor aceito como referéncia, a forma usual de se
medir a exatiddo é através de um material certificado de referéncia (CRM), no entanto na
auséncia de um CRM, a exatiddo pode ser investigada através de um teste de fortificacdo e
recuperagédo (Thompson, Ellison e Wood, 2002). Neste presente trabalho avaliou-se a exatidao
a partir dos ensaios de recuperacao, com fortificacdo (spiking), em agua mineral. A avaliagdo
ocorreu através da observacdo dos resultados das amostras em triplicata com trés niveis de
concentracdo diferentes. O fator de recuperacao calculado pode ser entendido como a fracdo da
quantidade de analito extraida e quantificada do total presente inserida na amostra.

Neste procedimento foram adicionadas as amostras uma quantidade conhecida de
padrdo em trés niveis de fortificacdo. Para os hormonios, alquilfendis e BPA os niveis de
fortificacdo foram 0; 15,0 e 25,0 ng, para os ftalatos os niveis foram 0;150,0 e 250,0 ng.

O fator de recuperacao (R) foi calculado subtraindo-se da &rea do pico encontrada na
amostra fortificada (A2) da &rea encontrada na amostra néo fortificada (A1) e dividindo-se o
resultado pela area prevista pela curva de calibragdo para concentracdo equivalente a massa

adicionada (As), o resultado foi multiplicando 100 e expresso em %, conforme equacao a seguir:

Recuperacdo = Az(amostra fortificada) -Ai(branco) x 100 eq. 4

Az (curva de calibracéo)

Os resultados obtidos do teste de recuperacdo estdo apresentados na tabela 18,
mostrando valores distintos para cada um dos analitos. As taxas de recuperacdo variaram de
62,5 a 82,1% para os alquilfenois (4-t-OP, 4-n-NP e NP) mantendo-se o desvio padréo relativo
(RSD) menor do que 20%; por outro lado, para o BPA a recuperacao foi de 93,4 a 106,2% com
RSD de até 10,5%. Os hormonios estriol, 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol e estrona,
apresentaram valores de recuperacédo dentre 81,8 e 98,7% com RDS até 9,1%. No entanto para
os ftalatos, dimetil, dietil e dibutil o desempenho ficou dentre 76,9 e 113,3% com 0 maior RDS
para 0 DMP de 16,8%; ja o resultado para o BBP teve taxa de recuperacdo variando entre 59,1
e 70,7% com RSD de 14,8%; por ultimo, DEHP e DNOP apresentaram resultado abaixo do
esperado variando de 29 a 51,9% com RSD de 13,4%. Com excec¢do do DEHP e DNOP, os
resultados se mantiveram dentro da faixa de recuperacdo de 50 a 120% com precisdao melhor
que 20%, levando a concluséo de que o procedimento apresentou uma boa recuperagao para 0s

demais analitos.
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Tabela 18 Resultado do teste de recuperagéo

A* B** ’ Cr**

Média RSD Média RSD(%) Meédia  RSD(%)
Estriol - <LD 83,5 0,8 81,8 3,6
BPA - <LD 93,4 9,7 106,2 10,5
17p-estradiol - <LD 95,3 39 96,6 51
17a- - <LD 98,0 7,1 91,0 2,3
etinilestradiol
Estrona - <LD 98,7 91 88,9 0,1
4-t-OP - <LD 75,0 16,4 75,3 11,0
4-n-OP - <LD 82,1 10,3 78,6 15,5
4-n-NP - <LD 66,9 19,8 62,5 12,9
DMP - <LD 97,0 16,8 83,4 7,3
DEP - <LD 96,4 6,3 113,3 55
DBP - <LD 76,9 8,1 91,9 41
BBP - <LD 70,7 12,5 59,1 14,8
DEHP - <LD 50,7 55 51,9 13,4
DNOP - <LD 37,6 3,5 29,0 2,6

*Amostra sem adicdo de padréo.
**Amostra com adicdo de 150 ng Lt dos horménios, BPA, alquilfendis e 1500 ng L dos ftalatos.

*** Amostra com adigdo de 250 ng L dos hormdnios, BPA, alquilfenéis e 2500 ng L dos ftalatos.

Aplicacdo em amostras reais

Objetivando demonstrar a aplicabilidade do método proposto, foram analisadas dez
amostras de trés diferentes marcas de 4gua mineral, de marca popular, vendidas em embalagens
plasticas de polipropileno (500 mL), adquiridas em diferentes mercados. As amostras foram
armazenadas sob diferentes condi¢fes até 0 momento da analise, duas amostras (A e B) da
marca “1” foram armazenadas no interior do barco, sem refrigeracdo, onde a temperatura
durante o dia pode ultrapassar 40°C, por um periodo maior que uma semana, simulando uma
situacdo real de armazenamento. Outras duas amostras (C e D) da marca “1” foram aquecidas
a50°C por (12h) , em banho termostatico, simulando uma situagdo genérica de armazenamento
em local de alta temperatura, e analisadas no dia posterior. As outras 6 amostras (E, F, G, H, I,
J) da marca “2” ¢ “3” foram armazenadas a temperatura ambiente, em local seco e sem

incidéncia direta de raios solares, até 0 momento da analise.
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Dentre os IE avaliados neste presente trabalho, BPA e DMP foram encontrados nas
amostras de dgua mineral em garrafas de 500 mL de polipropileno A, B, C e D resultados
exibidos na tabela 19, enquanto nas demais amostras ndo foram encontrados quantidades
detectaveis de nenhum dos IE estudados. Ambos os analitos encontrados sdo plastificantes
comumente utilizados na producéo de embalagens plasticas que podem migrar para o contetdo
através do contato direto, 0 cromatograma representativo das amostras contendo estes analitos

esta exibido na figura 20.
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Figura 20. Cromatograma de uma amostra de agua mineral contaminada com BPA e DMP.

Devido as concentracfes acima do LD sé terem sido encontradas nas garrafas que foram
aquecidas, concluiu-se que o efeito da temperatura seja 0 aspecto critico na migracao destas
substancias para os alimentos, bem como reportado por outros estudos (Aneck-Hahn et al.,
2018; Bach et al., 2014; Luo et al., 2018). O aumento da temperatura favorece a migragédo destas
espécies, pois 0 acréscimo na energia cinética média das moléculas aumenta a probabilidade
destas se desprenderem das paredes do polimero, migrando para a solucédo, e por outro lado
ocasiona 0 aumento da solubilidade em &gua.

Segundo J. Li (Li et al., 2020) a tolerancia de ingestéo diaria publicado pela European
Food Safety Authority (EFSA) de 4 ug kg™ peso corporal/dia de BPA pode no ser totalmente
seguro. No entanto supondo que um individuo esteja ingerindo 2,5 litros de agua por dia

contendo 1257 ng L™ (1,257 pg LY), este estaria sendo exposto a aproximadamente 3,1 g por
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esta fonte, um valor bem abaixo da tolerancia diaria para um individuo adulto, tendo em vista
que um individuo de massa corporal de 70kg possa resistir até 280 pg dia™’. Todavia, esta fonte
de exposicdo pode ser evitada e se somada a contaminagdo por outras formas de exposi¢do
podem causar danos a saude.

Tabela 19 Avaliagéo da presenca dos IEs nas amostras de dgua mineral expresso em ng L™

AMOSTRA (A) (B) ©) (D) (E,F,G,H,1,J)
E3 <31 <31 <31 <31 <31
BPA 584 351 1149 1257 <21
E2 <85 <85 <85 <85 <85
EE2 <45 <45 <45 <45 <45
El <50 <50 <50 <50 <50
4-t-OP <21 <21 <21 <21 <21
4-n-OP <29 <29 <29 <29 <29
4-n-NP <31 <31 <31 <31 <31
DMP 72548 50393 47333 57304 <800
DEP <210 <210 <210 <210 <210
DBP <870 <870 <870 <870 <870
BBP <270 <270 <270 <270 <270
DEHP <240 <240 <240 <240 <240
DNOP <480 <480 <480 <480 <480

A e B: amostras armazenadas no interior do barco, onde a temperatura durante o dia pode ultrapassar
40°C, por um periodo maior que uma semana; C e D: amostras aquecidas a 50°C por (12h), em banho
termostatico; E, F, G, H, I, J: amostras armazenadas a temperatura ambiente, em local seco e sem

incidéncia direta de raios solares.
A respeito do DMP, a concentracdo estimada de até 72548 ng L (aproximadamente

72,5 ug L) tabela 15, pode representar risco a satde humana. A estimativa da tolerancia diaria

para 0 DMP é de 10 pg kg™ peso corporal/dia segundo a EFSA. Logo seguindo o célculo de

71



estimativa proposto em Zaki (Zaki e Shoeib, 2018) um individuo de 70kg de peso corporal teria
a tolerancia diaria de 700ug de DMP por dia, portanto a ingestdo de 2,5 litros de agua mineral
nestas condicBes representaria 26% do limite diario de exposicdo, representando um risco
moderado se somado a outras fontes de exposicdo e ou podendo até ser considerado um caso
grave na exposicdo de individuos de baixo peso corporal.

Portanto, conclui-se que presenca do BPA e DMP em agua mineral pode representar um
fator de risco para a populacdo quando as embalagens forem aquecidas ou armazenadas sobre
altas temperaturas. A auséncia de sinal para os demais ftalatos e alquilfenois sugere que estes
ndo facam parte da composicdo do material plastico utilizado nestas garrafas, ou que estejam
sendo utilizados em uma quantidade muito pequena. Por outro lado, a auséncia de sinal para os
horménios é um indicio que a fonte de agua mineral utilizada n&o esté tendo contato direto com
excrecdes humanas, por outro lado, analises microbioldgicas sdo necessarias para confirmar
esta informacao, tendo em vista que estes hormoénios sdo produzidos naturalmente pelo corpo

humano e excretados pela urina, fezes e outros fluidos corporais.

7. Conclusao

A metodologia de trabalho desenvolvida para avaliacdo de IEs em matriz aquosa
demonstrou ser simples, de facil aplicacdo, utiliza volume reduzido de amostra e solventes
organicos e permitiu a deteccdo dos interferentes enddcrinos na concentragdo de ngL™* em
amostras de agua mineral. O procedimento analitico desenvolvido teve resultados validados
exibindo niveis satisfatorios de sensibilidade, precisao e exatiddo.

Dentre os compostos estudados 0 BPA e DMP foram encontrados em amostras de agua
mineral adquiridas no mercado local, que passaram por processo de aguecimento, em
concentracdes capazes de contribuir com risco a salde humana.

O presente trabalho representa uma contribuicdo a sociedade, visto que existem poucas
informagdes disponiveis na literatura acerca do risco associado a contaminagdo por este
conjunto de IE em &gua mineral no Brasil, onde as condi¢bes de clima, transporte e
armazenamento podem acelerar o processo de migragdo destas espécies. Assim, este presente
estudo alerta sobre a possibilidade de contaminacdo e necessidade de investigagdes mais

amplas.
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Perspectivas futuras

o Avaliacdo de diferentes tipos de embalagens, volumes e marcas de agua mineral
comercializadas na cidade de Salvador, verificando locais de armazenamento.

o Verificar como o processo de armazenamento e transporte deste material pode afetar a
migracdo destes compostos em diferentes condigfes temperaturas, exposi¢do solar e a
longo prazo.

o Adequacdo da metodologia para aplicacdo em diferentes matrizes aquosas, como a agua

distribuida pelo sistema publico de abastecimento e também agua do mar, rios e efluentes.
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